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Adipositas bezeichnet eine chronische Störung, die mit extremem Übergewicht, eingeschränk-
ter Lebensqualität, psychischer und physischer Morbidität und erhöhter Mortalität einhergeht 
(WHO 2016). Die medizinischen Kosten für Adipositas mit Folgeerkrankungen wurden in den 
USA für das Jahr 2008 auf 147 Milliarden Dollar geschätzt. Dies entsprach ca. 9,1% der Jah-
resausgaben im medizinischen Sektor (Finkelstein et al. 2009). Unberücksichtigt blieben hier-
bei die Kosten durch Produktionsausfälle. Adipositas und die daraus resultierenden Folgen für 
die Gesellschaft und den Einzelnen machen eine weitere, tiefergehende Erforschung der Ur-
sachen notwendig. 
 
1.2 Definition und Klassifikation 
Adipositas lässt sich als eine abnormale Anhäufung von Körperfett bezogen auf Alter und Ge-
schlecht definieren. Die gängige Berechnungsgrundlage ist der BMI (Body Mass Index), in den 
das Körpergewicht je Kilogramm (kg) und die Körperhöhe in Metern (m) zum Quadrat mit ein-
gehen (WHO 2016): 





Bei Berechnungen des BMI nach dieser Formel findet man eine hohe Korrelation mit dem 
Körpergewicht, aber nur eine geringe Korrelation mit der Körperhöhe (Watson et al. 1979), 
weswegen diese Formel ein gutes Maß zur ersten Betrachtung und Beurteilung der Gesamt-
Körper-Fett-Masse darstellt. Die World Health Organisation (WHO) zieht den BMI zur Defini-
tion verschiedener Gewichtsklassen heran (siehe Tabelle 1.1). 
 
Tabelle 1.1 Klassifikation der Adipositas anhand des Body-Mass-Indexes mit Angabe des Ri-
sikos für Begleiterkrankungen (modifiziert nach WHO 2000). 
   
Kategorie BMI (kg/m²) Risiko für Begleiterkrankungen 
Untergewicht <18.50 gering 
Normalgewicht 18.50-24.99 gleich dem Bevölkerungsdurchschnitt 
Übergewicht >25  
Präadipositas 25-29.99 leicht über dem Bevölkerungsdurchschnitt 
Adipositas Grad 1 30-34.99 leicht erhöht 
Adipositas Grad 2 35-39.99 erhöht 





Präadipositas ist demzufolge definiert als ein BMI über 25 kg/m², eine Adipositas ist definiert 
als ein BMI über 30 kg/m² (WHO 2016). Man unterscheidet drei verschiedene Grade der Adi-
positas, die alle jeweils mit einem erhöhten Risiko für Begleiterkrankungen wie Bluthochdruck, 
metabolischem Syndrom oder Diabetes Typ 2 einhergehen (Janssen 2002). Einschränkungen 
in der Aussagekraft dieses Wertes liegen drin, dass er keine ausreichende Differenzierung 
zwischen einem erhöhten Muskelanteil, wie er bei Leistungssportlern zu erwarten ist, und ei-
nem erhöhten Fettanteil zeigt.  
In der natürlichen Entwicklungsphase von Kindern und Jugendlichen finden sich alters- und 
geschlechtsspezifische Unterschiede, die ebenfalls nur unzureichend vom BMI abgedeckt 
werden. Hier dient der BMI als erste Orientierung. Bessere Klassifikationsmöglichkeiten liefern 
geschlechtsspezifische BMI-Altersperzentile (siehe Abbildung 1.1). 
 
 
Deutlich erkennbar ist, dass Übergewicht in der Altersgruppe der zwei- bis sechsjährigen be-
reits bei einem BMI von 18 beginnt. Würde man die WHO-Kriterien zum Übergewicht bei Er-
wachsenen auf diese Altersgruppe anwenden, käme man zu falsch negativen Ergebnissen. 
Abbildung 1.1 BMI-Perzentilen für männliche Kinder und Jugendliche bis zum einem 
Alter von 18 Jahren. Eingezeichnet sind die verschiedene Stufen von Unter- bis Über-
gewicht (Abbildung unverändert übernommen aus Kromeyer-Hauschild et al. 2001, 
©Springer-Verlag 2001, Erlaubnis zur Verwendung beim Verlag eingeholt). 
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In Deutschland definiert man Übergewicht im Kindes- und Jugendalter als BMI > 90. und Adi-
positas als BMI > 97. Perzentil der Altersgruppe (Goldapp und Mann 2004; Kromeyer-Hau-
schild et al. 2001) Internationale Grenzwerte für Übergewicht im Kindes- und Jugendalter sind 
nicht festgelegt; vergleichbare Studien mit übereinstimmenden Ergebnissen wurden aber auch 
in anderen Ländern wie Brasilien, Großbritannien und in den Niederlanden durchgeführt (Cole 
et al. 2000). 
 
Ergänzend zur BMI-Bestimmung wird für alle Erwachsenen ab dem 18. Lebensjahr die Be-
stimmung des Fettverteilungsmusters von der deutschen Adipositasgesellschaft als weitere 
Methode empfohlen (Hauner 2007). Ziel ist es, genauere Aussagen über das Komorbiditäts-
Risiko zu treffen. Man unterscheidet beim Fettverteilungsmuster die gluteofemorale Adipositas 
von der abdominal-viszeralen Adipositas. 
Die abdominale Form der Adipositas ist gekennzeichnet durch die Bildung von Fettdepots im 
Bauchraum und geht mit einem stark erhöhten Risiko für adipositasassoziierte Stoffwechseler-
krankungen einher. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei der gluteofemoralen Adipositas kein er-
höhtes Risiko für Komorbidität durch Stoffwechselerkrankungen (Guagnano et al. 2007). Zur 
Erfassung des Fettverteilungsmusters bietet sich die in Tabelle 1.2 dargestellte Messung des 
Taillenumfangs an (Lean et al. 1995).  
 
Tabelle 1.2 Taillenumfang und Risiko für Komorbidität (nach Lean et al. 1995) 
Taillenumfang Risiko für Komorbidität 
Männer ♂ Frauen ♀  
≥ 94 cm ≥ 80 cm erhöht 
≥ 102 cm ≥ 88 cm stark erhöht 
 
Der Taillenumfang sollte bei Männern unter 102 cm, bei Frauen unter 88 cm liegen. Hohe 
Werte deuten auf eine abdominale Form der Adipositas mit entsprechendem Risiko für Komor-
bidität wie Bluthochdruck, metabolischem Syndrom und Diabetes Typ 2 hin. Es zeigte sich 
eine enge Korrelation des Taillenumfanges mit kardiovaskulären Risikofaktoren (Despres et 
al. 2001). 
 
Eine alternative Methode zur Erfassung des Fettverteilungsmusters ist die Bestimmung des 
„waist-to-hip-ratio“ (WHR). Dieses Taille-Hüfte-Verhältnis liefert wie der Taillenumfang eine 
Aussage über die Komorbidität bei Adipositas. Bei Frauen sollte der WHR unter 0,85, bei Män-
nern unter 1,0 liegen (Qiao und Nyamdorj 2010; WHO 2000, 2011). Ein größerer Wert deutet 




1.3 Epidemiologie: Prävalenz, Morbidität und Mortalität 
1.3.1 Prävalenz 
Die Prävalenz von Übergewicht und Adipositas bei Kindern und Jugendlichen ist in den letzten 
30 Jahren deutlich angestiegen. Die Anzahl der 6- bis 9-jährigen Kinder mit Übergewicht (>90. 
Perzentile) erhöhte sich seit 1975 um 178% bei Jungen und um 146% bei Mädchen (Nagel et 
al. 2009). Hielt der Trend einer steigenden Prävalenz in dieser Altersklasse bis zum Jahr 2005 
an, so konnte in der letzten Dekade kein weiterer Anstieg mehr beobachtet werden. So liegt 
z.B. in Nordrhein-Westfalen die Prävalenz von Übergewicht bei 6-jährigen Kindern seit dem 
Jahr 2005 konstant bei etwa 10,7% und von Adipositas konstant bei etwa 4,4% (Moss et al. 
2012). Regionale Unterschiede in der Prävalenz von Übergewicht lassen sich zwischen den 
verschiedenen Bundesländern finden. Während in Sachsen 8,4% der Kinder übergewichtig 
sind, liegt die Zahl übergewichtiger Kinder mit 11,9% in Bremen und Thüringen deutlich höher. 
Betrachtet man ausschließlich die Häufigkeit von Adipositas, so sind 3,3% der Kinder in Bran-
denburg und Sachsen adipös, wohingegen bis zu 5,4% der Kinder im Saarland als adipös 
gelten (Moss et al. 2012). 
Mit zunehmendem Alter steigt die Prävalenz von Übergewicht und Adipositas jedoch deutlich 
an. Sind in der Altersgruppe der 14- bis 17-jährigen noch 18,1% der Jungen und 16,4% der 
Abbildung 1.2 Prävalenz (in %) für Übergewicht und Adipositas in der Kindheit 
in den USA und 8 weiteren Ländern über einen Zeitraum seit 1972 (Abbildung 
übernommen und mit deutschen Achsenbeschriftungen versehen aus Lobstein 
















































Mädchen übergewichtig oder adipös, steigt bei den 70- bis 80-jährigen dieser Anteil auf 84,2% 
bei den Männern und 74,1% bei den Frauen (Max Rubner-Institut und das Bundesministerium 
für Ernährung 2008). Zusammenfassend betrachtet ist Deutschland in den letzten beiden De-
kaden zunehmend dicker geworden. Waren im Jahr 1999 56% der Männer und 40% der 
Frauen übergewichtig oder adipös, so stiegen diese Werte im Jahr 2013 auf 62,0% der Männer 
und 43% der Frauen (Statistisches Bundesamt 2014a, 2014b). 
Ein ähnlicher Trend lässt sich auch in anderen Ländern der Welt feststellen. Die Prävalenz 
von Übergewicht, insbesondere unter Kindern und Jugendlichen, nahm über die letzten Deka-
den stetig zu und stagniert, wenn überhaupt, auf unverändert hohem Niveau (Lobstein et al. 
2015). Eine Übersicht über die Prävalenz in den USA und 8 weiteren Ländern liefert Abbildung 
1.2. 
1.3.2 Morbidität 
Kinder und Jugendliche, die übergewichtig sind, haben im Vergleich zu solchen mit Normal-
gewicht ein erhöhtes Risiko, später in ihrem Leben an Erkrankungen wie Diabetes Mellitus Typ 
2, Dyslipidämie, Bluthochdruck und Arteriosklerose zu erkranken (Juonala et al. 2011). Prob-
lematisch ist, dass übergewichtige Kinder und Jugendliche ein hohes Risiko aufweisen, im 
Erwachsenenalter ebenfalls übergewichtig zu sein (Singh et al. 2008). 
1.3.3 Mortalität 
Von der früheren Annahme, dass Übergewicht und Adipositas immer zu erhöhten Sterblich-
keitsraten im Vergleich zur Normalbevölkerung führen, ist man heute zum Teil abgerückt. Zwar 
versterben adipöse Menschen generell im Vergleich zur normalgewichtigen Bevölkerung frü-
her (Adipositas Grad 1 = Verlust von ca. 2,17 Lebensjahren, bei Grad 2 = Verlust von ca. 3,17 
Lebensjahren, bei Grad 3 = Verlust von ca. 4,32 Lebensjahren; Chang et al. 2013), neuere 
Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass übergewichtige Menschen und Menschen mit einer 
Adipositas Grad 1 Überlebensvorteile bei bestimmten Krankheiten aufweisen. Bei Diabetes 
Mellitus Typ 2 und Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems überleben diese Gruppen ge-
genüber Normalgewichtigen und Menschen mit Adipositas Grad 2 und 3 signifikant länger. 
Dieses Phänomen wird auch „Adipositas-Paradoxon“ bezeichnet (Flegal et al. 2013). 
 
1.4 Umweltbedingte Aspekte der Adipositas 
Adipositas kann als multifaktorielle Störung verstanden werden. Im Folgenden werden um-




1.4.1 Umweltbedingte Aspekte 
Unsere heutige Welt hat sich gegenüber der Welt vor noch 200 Jahren dramatisch verändert. 
War es in der Evolution ursprünglich von Vorteil, jegliche zugeführte Energie erfolgreich zu 
verwerten und zu speichern, kippt dieser Vorteil in Teilen der Welt mit ausreichendem Nah-
rungsangebot ins Negative (Lee 2009).  
Durch zunehmende Automatisierung und die ständige Verfügbarkeit von hochkalorischem Es-
sen entsteht eine Umwelt, die durch eine ungehemmte Aufnahme von Nahrung bei gleichzeitig 
weniger Verbrauch von Kalorien durch inaktiven Lebensstil geprägt ist. Die gleichzeitige Ver-
änderung der Essgewohnheiten – weg von Früchten und Obst hin zu mehr Kohlenhydraten – 
führt ebenfalls zu einer Zunahme der täglich konsumiertem Kalorien (Caballero 2007). 
Ein weiterer Faktor, insbesondere bei Kindern und Jugendlichen, sind Einflüsse der Werbung 
auf das Ernährungsverhalten. Reklame im TV besonders zu der Uhrzeit, zu der diese Gruppe 
hauptsächlich Fernsehen schaut, besteht überwiegend aus Werbung für ungesunde gesüßte 
Softdrinks (37% der Werbezeit), salzige Snacks (24%), Süßigkeiten (21%) und Fast Food wie 
Instant-Produkte etc. (18%). Gleichzeitig stiegen die Werbeausgaben der beiden großen Soft-
drink-Produzenten in den letzten 6 Jahren z.B. im Mittleren Osten um das 10fache (Lobstein 
et al. 2015). 
Eine weiterer nicht zu vernachlässigender Faktor liegt darin, dass die zunehmende Stigmati-
sierung von adipösen Individuen und die dadurch eingeschränkte Partnerwahl zu einer erheb-
lich erblichen Belastung für Kinder solcher adipösen Paare führen kann (assortative mating). 
Besonders die Ausprägung massiver Adipositas könnte dadurch über die Generationen an-
steigen (Hebebrand et al. 2000). 
1.4.1.1 Medizinische Aspekte 
Verschiedene Krankheiten können mit extremer Adipositas einhergehen. Somatische Erkran-
kungen wie Morbus Cushing, Hypothyreoidismus und ein Mangel an Wachstumshormonen 
führen häufig zu erhöhtem Gewicht (Rosen et al. 1993). Psychische Störungen wie das Binge-
Eating-Syndrom oder das Night-Eating-Syndrom sind ebenfalls ein Prädiktor für Übergewicht. 
Medikamente wie Antidepressiva, Antipsychotika, Insulin, aber auch orale Kontrazeptiva kön-
nen ebenfalls zu erhöhtem Gewicht führen (Haslam und James 2005). 
 
1.5 Regulation des Körpergewichts 
Die Regulation des Körpergewichts im Zusammenspiel mit Energieaufnahme und –verbrauch 
ist ein komplexer Vorgang, der noch nicht abschließend erklärt werden kann. Zentrale und 
periphere Regulationsmechanismen sind daran beteiligt, das Gewicht ständig auf einen „ge-
netischen Setpoint“ einzustellen, der über das Leben konstant bleibt (Schwartz et al. 2000). 
Der Misserfolg vieler Diäten könnte mit diesem „Setpoint“ erklärt werden (Blomain et al. 2013). 
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Lediglich ca. 500g nimmt ein Individuum durchschnittlich pro Jahr zu (Hebebrand und Rem-
schmidt 1995). Dies zeigt, wie effektiv die Regulationsmechanismen das Körpergewicht über 
einen langen Zeitraum nahezu konstant halten, trotz einer täglichen Energiezufuhr von ca. 
8000 kJ/d. 
1.5.1 Zentralnervöse Regelkreise 
Die überwiegende Anzahl der signifikant mit Adipositas korrelierten Loci im Genom sind im 
menschlichen Gehirn exprimiert (Lein et al. 2007; Locke et al. 2015; Speliotes et al. 2010). 
Dies zeigt die Bedeutung von zentralnervösen Strukturen für die Regulation des Körperge-
wichts. Nahezu alle Hirnareale sind beim Menschen an der Energiehomöostase beteiligt. Ne-
ben Großhirn, limbischem System, subkortikalen Arealen und dem Hirnstamm ist besonders 
der Hypothalamus mit seinen Kerngebieten hervorzuheben. Nach gängiger Lehrmeinung spie-
len die Hypothalamuskerne Nucleus paraventricularis (PVN), Nucleus arcuatus (ARC), Nu-
cleus ventromedialis (VMH) und Nucleus dorsomedialis zusammen mit dem lateralen Hypo-
thalamus (LHA) entscheidende Rollen als regulatorische Zentren (Schwartz et al. 2000). Be-
sonders der Ncl. arcuatus soll entscheidend an der Detektion der zirkulierenden peripheren 
Hormone (wie Leptin und Insulin) beteiligt sein und als „erste Station“ im Regelkreislauf auf die 
anderen, höher geordneten Kerne projizieren (Schwartz et al. 2000). Durch Freisetzung ver-
schiedener Peptide können diese Kerne die Nahrungsaufnahme beeinflussen, je nachdem, ob 
zu wenig oder zu viel Energie im Körperkreislauf vorhanden ist. Man teilt die beteiligten Peptide 
in anorexigen, oder Nahrungsaufnahme hemmend, und orexigen, oder Nahrungsaufnahme 
stimulierend, ein (Schwartz et al. 2000). 
1.5.1.1 Anorexigene Neurotransmitter 
Anorexigene Neurotransmitter führen zu einer katabolen Stoffwechsellage, die durch gerin-
gere Nahrungsaufnahme und Appetitlosigkeit gekennzeichnet ist. Die hauptsächlich involvier-
ten Peptide werden unter dem Namen Melanocortine zusammengefasst und umfassen alle 
Peptide, die aus Proopiomelanocortin (POMC) entstehen (wie ACTH [Adrenocorticotropes 
Hormon] und MSH [Melanozyten-stimulierendes Hormon] mit den Unterformen α, β und γ), 
dazu noch CART (Cocain- und Amphetamin-regulierendes Transkript), CRH (Corticotropin-
freisetzendes Hormon), TRH (Thyreotropin-freisetzendes Hormon) und IL-1β (Interleukin-1β). 
POMC und CART werden ko-exprimiert im ARC und bei anaboler Stoffwechsellage an die 
höher geordneten Zentren im Hypothalamus, PVN und LHA/PFA (perifornikale Region), abge-
geben. Aus POMC werden über das Enzym Proprotein-Convertase 1 (PC-1) (siehe auch „Mo-
nogene Formen der Adipositas und die Rolle des Leptin-Melanocortin-Regelkreises“, S.16) die 
Peptide ACTH und MSH (α, β, γ) hergestellt. Besonders α- und β-MSH sind starke Agonisten 
am MC4-Rezeptor und führen zu einem starken Sättigungsgefühl (Hebebrand et al. 2013). 
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Mutationen insbesondere am MC4-Rezeptor können zu Übergewicht führen. Alle Melanocor-
tine aktivieren den Sympathikus und führen zu einer negativen Energiebilanz mit Sättigungs-
gefühl, kataboler Stoffwechsellage und Gewichtsabnahme (Fehm et al. 2004; Schwartz et al. 
2000). 
1.5.1.2 Orexigene Neurotransmitter 
Orexigene Neurotransmitter führen zu einer anabolen Stoffwechsellage, die durch erhöhte 
Nahrungsaufnahme und Hunger gekennzeichnet ist. Typische Vertreter sind Neuropeptid Y 
(NPY), welches eher schnellwirksam ist, Agouti-related protein (AGRP), welches eher länger 
wirkt, MCH (Melanin-konzentrierendes Hormon) und Orexigen 1 und 2. NPY und AGRP sind 
ko-lokalisiert im ARC und werden bei kataboler Stoffwechsellage (vermittelt durch z.B. niedri-
gere Spiegel an peripheren Hormonen wie Insulin und Leptin) an die höher geordneten Zen-
tren im Hypothalamus, PVN und LHA/PFA, abgegeben. Dort stimulieren sie die Freisetzung 
von Hypokretin aus der PFA und von MCH aus dem LHA. Diese beiden Peptide wiederum 
führen zu einem Hungergefühl, aktivieren den Parasympathikus und führen so zu einer positi-
ven Energiebilanz mit Gewichtszunahme (Schwartz et al. 2000). 
1.5.2 Periphere Regelkreise 
Als wichtige Teilnehmer in der peripheren Steuerung der Energiehomöostase sind der Nervus 
Vagus (X. Hirnnerv), die Motilität und mechanische Aktivität des Gastrointestinaltraktes und 
des Nucleus tractus solitarii (= Geschmackskern, NTS) anzusehen. Ebenso spielen die Adi-
pozyten, das Pankreas und die Bluthirnschranke am Hypothalamus eine wichtige Rolle (Blo-
main et al. 2013; Schwartz et al. 2000). Es konnte gezeigt werden, dass Störungen der Blut-
hirnschranke, ggf. kombiniert mit einer peripheren Leptin-Resistenz, zu einem nahezu unmög-
lichen Transport von Leptin über die Bluthirnschranke führt. Dadurch ist die Leptinwirkung auf 
den Hypothalamus drastisch herabgesetzt. Es fehlen so die Information, wie viele Fettdepots 
gefüllt sind (Banks 2012; Schwartz et al. 2000). 
1.5.2.1 Kurzfristige Steuerung der Nahrungsaufnahme und Sätti-
gung 
Während der Nahrungsaufnahme sorgen verschiedene Systeme für eine Rückmeldung über 
die Größe der Mahlzeit und den Sättigungsgrad. Der Energiemetabolismus der Leber scheint 
über den N.Vagus Informationen über den Energiehaushalt zu vermitteln (Schwartz et al. 
2000). Die Dehnung und die Geschwindigkeit der Nahrungspassage durch Magen und Duo-
denum werden, zusammen mit Afferenzen über die Nahrungszusammensetzung, über den 
N.Vagus an den NTS geleitet. Über komplexe Bahnen ist der Hypothalamus mit dem NTS 
verbunden, so dass Insulin und insbesondere Leptin den sättigenden Effekt von peripheren 
Mediatoren (wie z.B. Cholecystokinin) triggern können (Schwartz et al. 2000). 
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Es sind ca. 20 Hormone aus dem Gastrointestinaltrakt bekannt, die alle Einfluss auf die kurz-
fristige Steuerung der Nahrungsaufnahme haben. Freigesetzt werden sie durch verschiedene 
Stimuli wie freie Fettsäuren, Proteine, Aminosäuren und Zucker (Schwartz et al. 2000). So 
wirken das Peptid-Tyrosin-Tyrosin (PYY), das Glucagon-like-Peptide-1 (GLP-1), das Oxynto-
modulin (OXM), das Cholecystokinin (CCK) und das vasoaktive intestinale Polypeptid (VIP) 
hemmend auf die weitere Nahrungsaufnahme und vermitteln ein Sättigungsgefühl. Für alle 
Hormone sind ebenfalls zentrale Wirkungen am ARC beschrieben. CCK vermittelt einen 
Hauptteil seiner Wirkung über den N.Vagus am NTS (Banks 2012). 
1.5.2.2 Langfristige Steuerung der Nahrungsaufnahme und Sätti-
gung 
Obwohl der Hypothalamus die Energiehomöostase auf neuronaler Ebene reguliert, ist das 
zentrale System auf Informationen über die verfügbare Energiemenge im restlichen Organis-
mus, der Peripherie, angewiesen. Bereits im Jahr 1976 konnte gezeigt werden, dass zirkulie-
rendes Insulin vielfältige Einflüsse auf das Hunger- und Sättigungsgefühl hat (Rezek 1976). 
Insulin wird in den β-Zellen des Pankreas hergestellt und durch Stimuli wie hohe Glucosekon-
zentration im Blut, Verfügbarkeit von freien Aminosäuren in der Nahrung und unter Einfluss 
verschiedener Hormone (GIP, GLP-1, Gastrin) freigesetzt (Jacobsen et al. 2012). 
Leptin wird aus den Adipozyten des peripheren Fettgewebes proportional zur Fettmasse frei-
gegeben und zirkuliert frei im Blut. Mit der Entdeckung des Leptins hoffte man auf eine einfa-
che Erklärung der Entstehung von Adipositas (Zhang et al. 1994). Mittlerweile nimmt man je-
doch an, dass Leptin die Aufgabe eines „Adipometers“ besitzt und dass das zirkulierende Lep-
tin dem Gehirn Auskunft darüber gibt, wie gefüllt die Fettdepots sind (Banks 2012). Im Blut 
adipöser Individuen findet sich regelhaft eine Hyperleptinämie, die am ehesten durch eine par-
tielle Leptinresistenz, bedingt durch einen erhöhten Körperfettanteil, erklärbar ist (Hinney et al. 
2015). 
Rezeptoren für Insulin und Leptin finden sich im Hypothalamus am ARC, wo die weitere, zent-
rale Steuerung der Nahrungsaufnahme stattfindet. 
1.5.3 Mitochondrien 
Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle im Energiehaushalt der Zellen. Eine ihrer Hauptauf-
gaben ist die Herstellung von Adenosintriphosphat (ATP) mittels oxidativer Phosphorylierung, 
weshalb man eine Relevanz von Mitochondrien-Dysfunktionen für die Entstehung von Adipo-
sitas diskutiert (Knoll et al. 2013). Adipöse Erwachsene zeigten im Vergleich zu Normalge-
wichtigen in einigen Fällen kleinere Mitochondrien in Skelettmuskelzellen und eine verringerte 
Komplex-I-Aktivität in Skelettmuskelzellen und Kardiomyozyten (Kelley et al. 2002; Niemann 
et al. 2011). Es konnte zudem gezeigt werden, dass Adipositas mit einer verringerten Expres-
sion von verschiedenen mitochondrialen Transkriptionsfaktoren einhergeht. Daraus resultiert 
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eine deutlich geringere Konzentration von Nicotinamidadenindinukleotid-Dehydrogenase-6, 
die ein essentieller Bestandteil des Komplexes-I in der Atmungskette von Mitochondrien ist 
(Niemann et al. 2011). 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Regulation des Körpergewichts einem mul-
tifaktoriellen Geschehen unterliegt. Da man jedoch davon ausgeht, dass der größte Anteil, der 
für die Ausprägung einer Adipositas verantwortlich ist, genetisch bedingt ist (ca. 50 bis 80%), 
widmet sich der folgende Teil der Arbeit den genetischen Aspekte der Adipositas (Nan et al. 
2012; Vimaleswaran et al. 2012).  
 
1.6 Genetische Aspekte 
Eine Idee zur Beteiligung genetischer Faktoren an der Ausprägung des Körpergewichts wurde 
von Neel im Jahr 1962 für die Erkrankung Diabetes Mellitus postuliert („thrifty genotype hypo-
thesis“). Er nahm an, dass Gene, die besonders „sparsam“ mit Energie umgehen, bevorzugt 
vererbt werden, da der sparsame Umgang mit Energie in Hungerzeiten zu einem Überlebens-
vorteil führt (Neel 1962).  
Im Folgenden werden zunächst Ergebnisse aus Familienstudien beleuchtet und anschließend 
auf molekulargenetische Aspekte der Adipositas eingegangen. 
1.6.1 Zwillings-, Familien- und Adoptionsstudien 
Durch zahlreiche Zwillings-, Familien- und Adoptionsstudien schätzt man die Heritabilität des 
Körpergewichts auf Werte zwischen 50% und 80%. Die größte Korrelation beim Körpergewicht 
findet sich bei eineiigen Zwillingen, wobei eineiige Zwillinge eine höhere Korrelation aufweisen 
als zweieiige. Selbst bei einer Trennung von eineiigen Zwillingen direkt nach der Geburt bleibt 
diese hohe Korrelation in den ersten Dekaden des Lebens bestehen (Hebebrand et al. 2013; 
Hinney et al. 2015). Im Laufe des Lebens bestimmen vermehrt individuelle Faktoren (Lebens-
weise, Umwelt) die Ausprägung des Körpergewichts, jedoch sind auch epigenetische Faktoren 
nicht auszuschließen. Adoptionsstudien konnten zeigen, dass der BMI adoptierter Kinder stär-
ker dem BMI der leiblichen Eltern als dem BMI der Adoptiveltern ähnelt (Hinney et al. 2015). 
Die genetische Komponente für die Entwicklung von Übergewicht liegt damit in einer ähnlichen 
Größenordnung wie die Körperhöhe eines Individuums (Nan et al. 2012). 
1.6.2 Syndromale Formen der Adipositas beim Menschen 
Tritt Adipositas zusammen mit anderen Krankheitssymptomen auf, spricht man von einer syn-
dromalen Form der Adipositas. Zurzeit sind ca. 50 genetische Erkrankungen bekannt, die mit 
extremer Adipositas einhergehen (Hinney et al. 2015). Das häufigste Beispiel einer syndroma-
len Form ist das Prader-Willi-Syndrom (PWS) mit einer Inzidenz von 1/30000. Diese Erkran-
kung betrifft mehrere Organsysteme und geht ab der Neugeborenenphase mit Symptomen 
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wie Hypophagie, starker muskulärer Hypotonie, charakteristischen Dysmorphien und Wachs-
tumsdefizit einher. Die Meilensteine der Kindesentwicklung werden verspätet absolviert, der 
Intelligenzquotient (IQ) bleibt lebenslang herabgesetzt (häufig zwischen 60-70). Ab dem 2.-4. 
Lebensjahr beginnt eine hypothalamisch gesteuerte Hyperphagie, die ohne Kontrolle von au-
ßen immer zu einer Fettleibigkeit führt (zentrale Adipositas). Es besteht zudem ein Längen-
wachstumsdefizit und ein Hypogonadismus. Molekulargenetisch findet sich bei dieser Erkran-
kung ein Funktionsverlust der väterlichen Gene im Abschnitt q11.2-q13 auf Chromosom 15, 
die dem Imprinting unterliegen. Es werden 3 verschiedene Ursachen unterschieden: eine pa-
ternale Mikrodeletion, die in ca. 70% der Fälle ursächlich ist, eine maternale uniparenterale 
Disomie, die in ca. 25-30% der Fälle ursächlich ist, und ein Imprinting-Defekt, der in ca. 2-5% 
der Fälle ursächlich ist (Jin 2011). 
1.6.3 Molekulargenetische Verfahren in der Adipositas-Forschung 
1.6.3.1 Kandidatengenansatz 
Gene, die als mögliche Kandidaten für die Entstehung von Adipositas gelten, können durch 
mehrere Möglichkeiten identifiziert werden. Zum einen ist es möglich, ein Gen, das an einem 
Stoffwechselweg beteiligt ist, zu untersuchen. Eine andere Möglichkeit ist es, auffällige gene-
tische Befunde aus Tiermodellen auf den Menschen zu übertragen und so mögliche Kandida-
tengene zu identifizieren (Vimaleswaran et al. 2012).  
Vermutet man in einem Kandidatengen einen Einfluss auf die Entstehung von Übergewicht, 
wird im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie dieses Gen bei adipösen Individuen (Fälle) moleku-
largenetisch auf Varianten untersucht und anschließend mit normalgewichtigen Kontrollen ver-
glichen. Finden sich signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, liegt eine 
Assoziation dieser Genvarianten mit der Ausbildung einer Adipositas nahe. Ein Problem die-
ses Ansatzes ist die Notwendigkeit recht großer Studiengruppen, um valide Ergebnisse bei 
kleinen polygenen Effekten zu erhalten (Hinney et al. 2015). 
1.6.3.2 Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) 
Eine weitere Möglichkeit ist die Durchführung von genomweiten Assoziationsstudien (GWAS), 
um Regionen im menschlichen Genom zu finden, welche mit Adipositas assoziiert sind (Hin-
ney et al. 2010). Anders als beim Kandidatengenansatz gibt es vor Durchführung der Studie 
keine Annahme bzgl. der Auswirkung auf die Entstehung einer Adipositas einer bestimmten 
genomischen Region oder eines bestimmten Gens (Hinney et al. 2015). 
In GWAS untersucht man das Genom anhand von vorher definierten Markern wie Einzelnuk-
leotidaustausche (engl. single nucleotide polymorphisms, SNPs) oder Kopienzahlvarianten 
(engl. copy number variations, CNVs) in einer großen Anzahl von Individuen, die in der zu 
untersuchenden Gruppe ein Merkmal (z.B. Adipositas) aufweisen (Fälle) und vergleicht gegen 
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eine Kontrollgruppe, die dieses Merkmal nicht aufweist (Kontrollen). Diese DNA-Marker de-
cken das gesamte menschliche Genom ab. Bei Varianten in der DNA-Sequenz mit einer Fre-
quenz von über 1% in der Normalbevölkerung spricht man von SNPs. CNVs sind Deletionen 
oder Insertionen ganzer Genabschnitte von definitionsgemäß mindestens 1 kB bis zu mehre-
ren Megabasen Länge (Hebebrand et al. 2013). 
Zeigt sich nach Durchführung dieser Chip-basierten Methode ein signifikanter Frequenzunter-
schied (p-Wert < 5×10–8) an einer bestimmten Stelle zwischen den Fällen und den Kontrollen, 
ist diese Stelle im Genom mit dem untersuchten Merkmal assoziiert (Hinney et al. 2015). Nach 
Identifikation korrelierter Loci wird auf den Kandidatengenansatz zurückgegriffen, um den de-
tektierten Bereich genauer zu untersuchen. So werden im Anschluss an eine GWAS die Gene 
im korrelierten Loci genauer in ihrer Funktion untersucht, evtl. gibt es auch bereits wegwei-
sende Befunde aus Tiermodellen. Die Loci lassen sich z.B. durch molekulargenetische Ver-
fahren genauer untersuchen, wobei es wichtig ist, neben den Exon- auch die Intron-Sequen-
zen und die regulatorischen Bereiche zu untersuchen, da besonders in diesen Bereich über 
die Expression der Exonbereiche entschieden wird. 
Nach Detektion des Phänotyp-verursachenden Kandidatengens lassen sich funktionelle Stu-
dien, z.B. auf Zellebene oder im Mausmodell, durchführen, um die Pathogenese genauer zu 
verstehen (Vimaleswaran et al. 2012). 
1.6.4 Monogene Formen der Adipositas und die Rolle des Leptin-Me-
lanocortin-Regelkreises 
Im Jahr 1995 wurde das kodierende Gen für das Hormon Leptin molekulargenetisch beschrie-
ben (Zhang et al. 1994). Leptin sorgt für ein Sättigungsgefühl, nachdem es an den Leptin-
Rezeptor gebunden hat, und führt so zu einer Appetitminderung (Hinney et al. 2015). 1997 
wurde, nach vorausgehenden Experimenten im Mausmodell, eine Mutation im menschlichen 
Leptin-Gen gefunden, die dafür sorgte, dass das gebildete Leptin nicht an seinen Ziel-Rezep-
tor binden kann. Ursächlich hierfür ist eine homozygote Basenpaardeletion im Leptin-Gen, die 
zu einer Leseraster-Verschiebung führt. Diese Mutation führte bei zwei Individuen bereits ab 
Beginn der frühen Kindheit zu extremer Adipositas mit unstillbarem Hunger und einem nicht 
vorhandenen Sättigungsgefühl (Montague et al. 1997). Eine Therapie mit rekombinantem Lep-
tin, welches subkutan appliziert wurde, führte zu einer deutlichen Gewichtsabnahme mit Nor-
malisierung des Essverhaltens (Farooqi et al. 1999; Hebebrand et al. 2013).  
Kurz darauf wurde eine Mutation im humanen Leptin-Rezeptor beschrieben, die bei homozy-
goten Individuen zu extremer Adipositas, ausbleibender Pubertät, verminderter Wachstums-
hormonkonzentration und erniedrigten Thyreotropin-Spiegeln führt. Leptin scheint ebenfalls 
eine wichtige Rolle in der hypophysären und hypothalamischen Funktionsfähigkeit zu spielen 
(Clement et al. 1998; Hinney et al. 2015). 
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Weitere seltene Mutationen im POMC-Gen können ebenfalls ursächlich für Adipositas sein. 
POMC wird in die Hormone ACTH und MSH mit den Unterformen α, β und γ verstoffwechselt. 
Mutationen dieses Gens führen zu einem charakteristischen Phänotyp mit Pigmentstörungen 
(weiße Haut, rotes Haar), Adipositas und Nebennierenrinden-Insuffizienz (Krude et al. 1998). 
Die proteolytische Spaltung von POMC wird vom Enzym Proprotein-Convertase 1 (PC-1) ka-
talysiert, für das ebenfalls Mutationen beschrieben sind, die zu extremem Übergewicht mit 
gestörtem Glucose-Stoffwechsel und persistierenden Diarrhoen führen können (Farooqi et al. 
2007).  
Nachgeschaltet zum Leptin findet sich der Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R). Mutationen im 
hypothalamischen MC4-Rezeptorgen haben großen Einfluss auf die Entstehung von Adiposi-
tas. Es sind bislang über 160 Mutationen bekannt, die zu einer Insuffizienz oder einem starken 
Funktionsverlust führen und somit in einem verminderten Sättigungsgefühl resultieren (Hinney 
et al. 2015). Man geht davon aus, dass funktionseinschränkende Mutationen in diesem Gen 
für 1-6% der extremen Adipositas im Kindes- und Jugendalter verantwortlich sind (Hinney et 
al. 2006). Bei extrem adipösen Erwachsenen finden sich in ca. 1% gewichtsfördernde Mutati-
onen (Hinney et al. 2015). Der quantitative Effekt dieser Mutationen wird mit einer Steigerung 
des BMIs um +4 kg/m² bei Männern und um +9,5 kg/m² bei Frauen im Vergleich zum Wildtyp 
berichtet (Dempfle et al. 2004). Neben Adipositas finden sich auch Symptome wie Hyperinsu-
linämie, erhöhte Wachstumsrate und eine größere Knochendichte (Hinney et al. 2010).  
Überraschenderweise finden sich jedoch im MC4R-Gen auch Mutationen, die einen protekti-
ven Effekt auf die Ausbildung einer Adipositas haben und zu einer Gewichtsreduktion prädis-
ponieren. Hierunter fallen die zwei Polymorphismen Val103Ile und Ile251Leu. Träger eines 
dieser seltenen Allele (103Ile, 251Leu) haben ein um ca. 30 % reduziertes Risiko, eine Adipo-
sitas auszubilden. MC4R kann somit als Hauptgen für Adipositas, aber auch als Polygen für 
die Gewichtsregulation betrachtet werden (Hinney et al. 2015). 
1.6.5 Polygene Formen der Adipositas 
Im Gegensatz zur monogenen Form der Adipositas, bei dem ein Gen zu einem deutlich mess-
baren Effekt führt, sind bei polygenen Formen mehrere Gene beteiligt, die alle einen jeweils 
kleinen Teil zum Effekt beitragen. Diese bislang beschriebenen Genvarianten wirken additiv; 
mehrere Varianten summieren sich zum Phänotyp auf (Hinney et al. 2015). Wie bei polygene-
tischen Varianten zu erwarten, trägt jede Variante nur einen sehr kleinen Anteil zur Gewichts-
steigerung bei. Man geht davon aus, dass jede Variante im Mittel nur einen Einfluss von 170g 
auf das Körpergewicht hat, mit Ausnahme des FTO-Gens (engl. „Fat mass and obesity-associ-
ated protein“), das für eine Gewichtssteigerung von bis zu 1,5 kg je Risikoallel verantwortlich 
ist (Hebebrand et al. 2013; Hinney et al. 2015).  
Zwei Arbeiten aus den letzten Jahren trugen maßgeblich zum Verständnis der polygenen Adi-
positas bei (Locke et al. 2015; Speliotes et al. 2010). In der letzten GWAS, veröffentlicht im 
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Jahr 2015, wurden 339,224 Individuen untersucht (Locke et al. 2015). Es wurden insgesamt 
97 genomische Loci, die mit Adipositas assoziiert sind (p-Wert < 5×10–8), gefunden, von denen 
56 vorher noch nicht beschrieben wurden. Alle detektierten Loci erklären ca. 2,7% der BMI-
Varianz (Locke et al. 2015). 
1.6.6 GWAS und ihr Beitrag zur Identifikation möglicher Kandidaten-
gene für die Entstehung von Adipositas 
Speliotes et al. beschrieben im Jahr 2010 in einer GWA-Studie mit 249,796 Individuen 
(123.865 in der initialen Untersuchung, weitere 125.931 in den Bestätigungsanalysen) insge-
samt 18 neue relevante Loci für Adipositas. Zusätzlich konnten ebenfalls die bereits vorher 
bekannten 14 Loci bestätigt werden, so dass zum Zeitpunkt der Studie insgesamt 32 Loci im 
menschlichen Genom eine Assoziation zu Adipositas aufwiesen (p-Wert < 5 x 10-8). Man geht 
allerdings davon aus, dass die neubeschriebenen Loci weniger zum BMI beitragen als die 
bereits vorher bekannten. Im Durchschnitt erhöht jedes der 32 Risikoallele den BMI um 0,17 
kg/m² (Hebebrand et al. 2013). Viele der Loci sind wichtig für neuronale Kreisläufe, was erneut 
die Bedeutung des zentralen Nervensystems (ZNS) für die Energiehomöostase nahelegt. Ne-
ben den bereits bekannten Loci nahe MC4R oder FTO wurden ebenso Genorte gefunden, die 
man vorher mit dem Taillenumfang positiv korrelierte (wie NRXN3, Hebebrand et al. 2010; 
Speliotes et al. 2010). 
Einer der mit Adipositas positiv korrelierten SNPs (rs7359397), die durch die Arbeitsgruppe 
um Speliotes et al. beschrieben wurden, liegt in der chromosomalen 16p11.2-Region (siehe 
auch Abbildung 1.3 auf S.19) in hohem Kopplungsungleichgewicht (engl. linkage disequilib-
rium, LD) zu Varianten in den Genen für das Src-homologe-2B-Adapter Protein-1 (SH2B1, 
rs7359397, r² = 1), den Apolipoprotein B48-Rezeptor (APOB48R, rs2411453, r² = 0.82), der 
Familie der Sulfotransferasen 1A (SULT1A1, rs7359397, r² = 1; SULT1A2, rs1074631, r² = 0,8; 
SULT1A3, rs151181, r² = 0,75;) und für den mitochondrialen Tu-translationalen Elongations-
faktor (engl. ‚Tu translation elongation factor mitochondrial gene‘, TUFM, rs12928404, r² = 
0,98; Speliotes et al. 2010). Der Begriff Kopplungsungleichgewicht beschreibt die Assoziation 
zweier genomischer Loci; diese liegen in hohem Kopplungsungleichgewicht (r² = 1), wenn ihre 
Assoziation häufiger ist als man es bei einer freien Vererbung erwarten würde (Slatkin 2008). 
Im Jahr 2015 wurden die Ergebnisse einer noch größeren GWAS publiziert. Locke et al. (2015) 
untersuchten insgesamt 339,224 Individuen und fanden 97 Loci, die mit Adipositas assoziiert 
sind, wovon 56 noch nicht vorher beschrieben wurden. Die Ergebnisse aus der Arbeit von 
Speliotes et al. (2010) bestätigten sich; wiederum lag in der chromosomalen Region 16p11.2 
ein mit Adipositas positiv korrelierter SNP (rs3888190) in der Nähe von SH2B1 (rs12928404, 







Abbildung 1.3 Dargestellt ist die chromosomale Region 16p11.2 und der SNP rs7359397, korreliert 
mit dem BMI (–log10 p). Die Rekombinationsrate ist blau dargestellt. Mehrere genomische Loci liegen 
in hohem LD (r2 > 0.8, rote Punkte) zu diesem SNP, darunter SH2B1 und TUFM (roter Kreis, Abbil-
dung selbst erstellt nach Speliotes et al. 2010 durch die Software „LocusZoom“ [http://locus-
zoom.sph.umich.edu/locuszoom/], Pruim et al. 2010, mittels der Daten „hapMap/hg18 Phase II CEU“ 
[http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/]). 





































1.7 Die chromosomale Region 16p11.2 
1.7.1 SH2B1 als Kandidatengen für Adipositas 
SH2B1 ist ein Protein, das mit dem Insulin-Rezeptor interagiert (Kotani et al. 1998; Nelms et 
al. 1999). Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass SH2B1 stark im ZNS exprimiert wird 
und bei einer seltenen Deletion bereits im Kindesalter zu schwerer Adipositas führt (Bochu-
kova et al. 2010; Willer et al. 2008). Molekulargenetische Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe 
zum Einfluss von SH2B1 auf die Ausbildung von Adipositas im Kindes- und Jugendalter zeig-
ten, dass sich für den SNP rs7498665 (Thr484Ala), eine häufige kodierende Variante, eine 
nominale Assoziation (p=0.019) zu Adipositas nachweisen ließ. Die ebenfalls detektierte sel-
tene Mutation βThr656Ile/γPro674Ser zeigte keine Assoziation mit Adipositas (p = 1). Einen 
Einfluss auf den Leptinsignalweg zeigten in vitro weder die SH2B1-Variante rs7498665 noch 
die seltene Mutation βThr656Ile/γPro674Ser (Volckmar et al. 2012). 
1.7.2 TUFM als Kandidatengen für Adipositas 
1.7.2.1 Eigenschaften von TUFM 
TUFM (auch EF-Tu = mitochondrial translation elongation factor Tu, auch P43, veraltet auch 
COXPD4) wurde erstmals im Jahr 1997 komplett in seiner cDNA, seiner Struktur und seiner 
Lokalisation beschrieben (Ling et al. 1997). Es befindet sich auf Chromosom 16p11.2 (nach 
Ensembl Build 84 - veröffentlicht im März 2016 [http://www.ensembl.org/index.html]: Chromo-
som 16: 28,842,411-28,846,408, zuletzt abgerufen am 09.07.2016) und hat eine Länge von 
3997 bp (Basenpaaren). Es besteht aus 10 Exons, die ein Transkript von 1677 bp ergeben, 
welches sich aus einer kodierenden Region von 1368 bp zusammensetzt und eine 101 bp 
lange 5‘-untranslatierte mit einer 207 bp langen 3‘-untranslatierten Region aufweist. Das ent-
stehende Protein wiegt ca. 49,8 kDa und besteht aus 455 Aminosäuren, wobei das N-terminale 
Ende ca. 50 Aminosäuren umfasst (Ling et al. 1997). Ein intronfreies korrespondierendes 
Pseudogen mit einer ungefähren Länge von 1700 bp findet sich auf Chromosom 17q11.2. 
Dieses Pseudogen ähnelt TUFMs cDNA zu 92,6% und entstand entwicklungsgeschichtlich am 
wahrscheinlichsten durch Retrotransposition (Ling et al. 1997). Durch eine veränderte Ba-
sensequenz im Pseudogen kann allerdings nicht dasselbe Protein wie durch TUFM entstehen. 
Das Pseudogen weist an der Position der 162. Base eine Adenin-Insertion auf, darauffolgend 
findet sich ein zusätzlicher Basenaustausch von Cytosin zu Thymin an der Position der 168. 
Base. Durch diese resultierende Frameshift-Mutation entsteht ein neues Stopp-Codon, so 
dass das Produkt des Pseudogens lediglich 54 Aminosäuren lang sein kann. Man geht des-




TUFM wird im Cytosol der Zelle hergestellt und ist eine mitochondriale GTPase, die unter GTP-
Verbrauch während der mitochondrialen Proteinsynthese die aminoacylierten tRNAs zur A-
Seite des Ribosoms bringt (Wells et al. 1995; Woriax et al. 1995). Die erfolgreiche Paarung 
Codon:Anticodon bewirkt die hydrolytische Spaltung von GTP (Guanosintriphosphat). TUFM 
formt den ternären Komplex in Mitochondrien. Die Biosynthese mitochondrialer Proteine ist 
ohne TUFM nicht möglich (Valente et al. 2009). Bestimmte Mutationen in TUFM führen zu 
einer Funktionseinschränkung und somit zwangsläufig zu einer verringerten oder ausbleiben-
den Bildung des ternären Komplexes (Valente et al. 2009). 
TUFM hat außerdem unter Zellstress die Funktion eines Chaperons (Montanari et al. 2013). 
Es ähnelt dem entsprechenden Gen in Menschenaffen zu über 98% (nach Ensembl Build 84 
- veröffentlicht im März 2016 [http://www.ensembl.org/index.html], ermittelt mit dem „BLAST - 
Basic Local Alignment Search Tool“ [http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi], Kent 2002, zuletzt 
abgerufen am 09.07.2016). TUFM wird stark in allen Geweben mit hoher oxidativer Metabo-
lismusrate exprimiert, wie Leber, Niere, Herz, Gehirn und einigen Tumor-Entitäten. Niedrige 
Raten an TUFM findet man in der Milz, dem Pankreas und der Muskulatur (Wells et al. 1995). 
In der Literatur sind zurzeit insgesamt 85 synonyme, 128 Missense und 3 Loss-of-function 
Mutationen in TUFM beschrieben (Daten des ExAC-Browsers des Broadinstitutes 
[http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000178952], Lek et al. 2015, zuletzt abgerufen 
am 09.07.2016).  
1.7.2.2 Eignung als Kandidatengen und aktueller Forschungsstand 
Wie in Abschnitt 1.6.6 „GWAS und ihr Beitrag zur Identifikation möglicher Kandidatengene “ 
(S.18) bereits dargestellt wurde, konnte durch Arbeiten von Speliotes et al. (2010) und Locke 
et al. (2015) gezeigt werden, dass die chromosomale Region 16p11.2 mit Adipositas assoziiert 
ist. Mehrere genomische Loci, darunter SH2B1, SULT1A1, SULT1A2, APOBR48 und TUFM, 
liegen in hohem LD zum SNP rs7359397, der mit Adipositas positiv assoziiert ist (siehe auch 
Abbildung 1.3 auf S.19). Unsere Arbeitsgruppe untersuchte in den Jahren 2011 bis 2014 die 
chromosomale Region 16p11.2 auf das Vorliegen von möglichen Mutationen, die das Auftre-
ten von extremer Adipositas im Kindes- und Jugendalter erklären könnten. Die Ergebnisse 
dieses Mutationsscreenings wurden gemeinsam von Volckmar et al. (2015) veröffentlicht und 
zeigten, dass den Genen SH2B1 und APOBR eine Beteiligung an der Entstehung von Adipo-
sitas zugeschrieben werden kann (Volckmar et al. 2015). 
Varianten im Genom von TUFM liegen zum SNP rs7359397 in hohem Kopplungsungleichge-
wicht (TUFM rs12928404, r² = 0,98, Speliotes et al. 2010). Mutationen in TUFM führten bei 
zwei in der Literatur beschriebenen Patienten zu einem Defizit der oxidativen Phosphorylie-
rung in Mitochondrien mit mangelhafter Energiegewinnung, was zu einer progressiven 
Lactatazidose mit fataler infauster Enzephalopathie führte. Ursächlich führte eine Punktmuta-
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tion (Cytosin zu Thymin) an Position 139 der Basenabfolge zur Entstehung eines Stopp-Co-
dons, so dass ein zu kurzes Protein entstand (Valente et al. 2007). Eine Formung des ternären 
Komplexes in Mitochondrien war somit nicht mehr möglich, so dass es in der Folge bei diesen 
Patienten zu einer mitochondrialen Enzephalopathie kam (Valente et al. 2009). 
Weiterhin sind Interaktionen mit der Regulation der Expression von Interferon-1 beschrieben. 
TUFM vermittelt eine Abschwächung der Immunantwort auf die betroffene Zelle und führt zu 
verminderter Phagozytose der Zelle (Lei et al. 2012). TUFM schützt außerdem mutierte 
mtDNA (mitochondriale DNA) vor dem Abbau, was seine Überexpression in verschiedenen 
Tumor-Zellen erklären könnte (Belostotsky et al. 2012; Shi et al. 2012; Wells et al. 1995). 
TUFM wird bei Mäusen, die eine äußerst fettreiche Kost erhielten, im Fettgewebe, den Mus-
keln und der Leber überexprimiert (Gutierrez-Aguilar et al. 2012). Es besteht ein Zusammen-
hang zwischen einer Inversion auf Chromosom 16p11.2 und einem erhöhten Risiko für Über-
gewicht und Asthma, wobei TUFM von allen Genen in der Region am deutlichsten (p = 3 x 10-
40) in Lymphoblasten überexprimiert war (Gonzalez et al. 2014). Bei Mäusen, die einer kalo-
rienreichen Diät ausgesetzt waren, ist TUFM in den Mitochondrien der Unterschenkel-Muskeln 
signifikant weniger vorhanden als bei Mäusen, die normale Kost erhalten. Erst durch intensive 
körperliche Aktivität steigt die Konzentration von TUFM in den Mitochondrien wieder an und 
wird bei anhaltendem Training sogar signifikant höher als bei Mäusen, die normal ernährt wur-
den und das gleiche Training absolvieren. Dieser Befund deutet darauf hin, dass körperliche 
Aktivität vorausgegangene negative Effekte einer hochkalorischen Diät kompensieren kann 
und über einen längeren Zeitraum hinweg positive Effekte hat. TUFM ist als integraler Be-
standteil der mitochondrialen Proteinsynthese direkt an der Funktionsfähigkeit und Leistung 
der Mitochondrien beteiligt (Lee et al. 2016). TUFM ist nach den Daten des „GWAS-Katalogs“ 
(GWAS Catalog - The NHGRI-EBI Catalog of published genome-wide association studies 
[http://www.ebi.ac.uk/gwas/search?query=tufm], Welter et al. 2014, zuletzt abgerufen am 
20.08.2016) durch mehrere GWAS mit den Merkmalen Adipositas und dem Bildungsgrad 
(engl. educational attainment) assoziiert (Rietveld et al. 2013; Rietveld et al. 2014). 
Es stellt sich daher die Frage, welche Rolle TUFM in der komplexen multifaktoriellen Genese 




1.8 Ziele der Arbeit 
Nachdem durch die Arbeit von Speliotes et al. 2010 verschiedene Bereiche im Genom identi-
fiziert wurden, die mit Adipositas assoziiert sind, stellt sich nun die Frage, welches Gen um 
den SNP rs7359397 für diese Assoziation ursächlich sein könnte. Viele Fakten sprechen für 
TUFM als mögliches assoziiertes Gen. TUFM wirkt als Transkriptionsfaktor in Mitochondrien 
und hat dadurch großen Einfluss auf die Effektivität der oxidativen Phosphorylierung. Fallbe-
richte und tierexperimentelle Daten legen eine Beteiligung TUFMs am Energiehaushalt des 
Körpers nahe. Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit umfasst daher folgende Punkte: 
 
1. Finden sich Varianten in TUFM bei extrem adipösen Kindern und Jugendlichen? 
2. Haben die gefundenen Varianten eine funktionelle Relevanz? (Testung in silico)  
3. Weisen die gefundenen Varianten eine Assoziation zu Adipositas auf? 
4. Können die gefundenen Varianten den GWAS-Befund erklären? 
 
Um diese Hypothesen zu überprüfen, wurde TUFM durch verschiedene molekulargenetische 
Verfahren in einem Kollektiv aus 95 extrem adipösen Kindern und Jugendlichen auf mögliche 
Mutationen und deren Auswirkungen untersucht. 
Für die Laborarbeiten wurden teilweise zwei benachbarte Exons von TUFM zu einem Frag-
ment zusammengelegt, um das Screening effizienter durchzuführen. Eine Übersicht über die 
Fragmente und ihre korrespondierenden Exons findet sich in Tabelle 2.13 auf Seite 35. In 
dieser Arbeit wird auf die Ergebnisse in den Fragmenten 3,4,5 und 6 eingegangen. Diese ent-
sprechen den Exons 3 bis 9. Die Ergebnisse der Fragmente 1,2 und 7, die den Exons 1,2 und 
10 entsprechen, finden sich in der Dissertation von Frau Maria Touma geb. Göbel (Titel: Mo-
lekulargenetische Analyse am TUFM-Gen [Tu translation elongation factor mitochondrial gene] 
bei extrem adipösen Kindern und Jugendlichen), mit der dieses Screening zusammen durch-
geführt wurde (Touma 2016). Das Screening und die Laborarbeiten fanden vom Dezember 
2011 bis Juni 2012 statt. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Probandenkollektiv 
Das untersuchte Kollektiv setzte sich aus extrem adipösen Kindern und Jugendlichen zusam-
men und wurde im Vorfeld der Arbeit erhoben. Mit allen Probanden und ggf. ihren Eltern wur-
den strukturierte Interviews zur Sozialanamnese, körperlichen Entwicklung inklusive Ge-
wichtsverlauf und zu organischen Störungen geführt. Es wurde über die Hintergründe, Ziele 
und Durchführung der Studie aufgeklärt und aufkommende Fragen ausreichend beantwortet. 
Alle Probanden und bei Minderjährigen zusätzlich die verantwortlichen Erziehungsberechtig-
ten gaben ihre Einverständniserklärung zur Teilnahme am Kollektiv. Ein positives Votum der 
Ethikkommissionen der beteiligten Kliniken liegt vor. 
Für alle Teilnehmer gelten die unter Punkt 2.1.1 dargelegten Kriterien (Volckmar 2013). 
2.1.1 Kriterien zur Teilnahme an der Studiengruppe 
Die Rekrutierung der Probanden erfolgte durch Mitarbeiter an folgenden Kliniken: 
 Klinik für Kinder- und Jugendpsychiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie der Phi-
lipps-Universität Marburg 
 Klinik für Kinder- und Jugendpsychiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie des Uni-
versitätsklinikums Duisburg-Essen 
 Vestische Kinder- und Jugendklinik Datteln 
 
Allgemeine Einschlusskriterien, die alle Probanden zu erfüllen haben: 
 Ausschluss organischer Leiden, die das Körpergewicht beeinflussen 
 Ausschluss einer verordneten Dauermedikation, die das Körpergewicht beeinflusst 
(Kontrazeptiva sind von dieser Regelung ausgenommen) 
 Nikotinkonsum < 10 Zigaretten pro Tag 
 
Einschlusskriterien der einzelnen Gruppen, abhängig vom BMI (Volckmar 2013): 
 Gruppe der übergewichtigen Kinder und Jugendlichen: BMI ≥ 90. Perzentile 
 Gruppe der normalgewichtigen Kontrollen: BMI zwischen 40. und 60. Perzentile 
 Gruppe der untergewichtigen Kontrollen: BMI ≤ 15. Perzentile, zusätzlich Ausschluss 
einer Essstörung 
 
2.1.2 Deskriptive Statistik 
Zur Durchführung des Mutationsscreenings wurde eine Gruppe aus 95 Kindern und Jugendli-
chen mit extremer Adipositas untersucht. Die Auswahl der 95 Individuen erfolgte anhand von 
vorher festgelegten Kriterien (Volckmar et al. 2012; Volckmar 2013): Entscheidend war der 
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vorliegende Genotyp im SNP rs2008514, der in unmittelbarer Nachbarschaft zum SNP 
rs7359397 liegt. Dieser SNP ist in den GWAS mit Adipositas assoziiert (Locke et al. 2015; 
Speliotes et al. 2010). Die 90 extrem adipösen Individuen waren alle homozygot für das Risiko-
Allel Thymin im SNP rs2008514 und hatten mindestens ein heterozygotes Elternteil, welches 
überzufällig häufig das Thymin-Allel weitervererbte (Volckmar et al. 2012; Volckmar 2013). Die 
anderen fünf Individuen waren alle heterozygot im Bereich des SNPs. Bei dem Screening han-
delte es sich daher nicht um eine normalverteilte repräsentative Kohorte. Eine Übersicht über 
die Phänotypen der 95 Individuen findet sich in Tabelle 2.1. 
 
Tabelle 2.1 Phänotypen der 95 Individuen des Mutationsscreenings (nach Volckmar et al. 
2012; Volckmar 2013) 
Anteil männlicher Indivi-
duen 
Alter (Mittel + Standardab-
weichung) in Jahren 
BMI (Mittel + Standardab-
weichung) in kg/m² 
48.42 % 13.43 ± 3.37 31.87 ± 5.04 
 
 
2.2 Geräte und Chemikalien 
2.2.1 Geräte 
Tabelle 2.2 Auflistung der verwendeten Geräte 
Genaue Gerätebezeich-
nung  
Funktion  Hersteller 
PL 3002 Analysewaage Mettler-Toledo (Gießen, D) 
Varioklav 300 E  Autoklav H+P Labortechnik AG 
    (Oberschleißheim, D) 
Transgenomic Wave®  dHPLC-Gerät  
Transgenomic (Cheshire, 
UK) 
DNA-Engine DNA-Thermocycler Bio-Rad (Hercules, USA) 
  (Gradientencycler)  
PTC-100 DNA-Thermocycler 
MJ Research (Waltham, 
USA) 
PTC-200 DNA-Thermocycler 
MJ Research (Waltham, 
USA) 
  (Gradientencycler)   
Veriti DNA-Thermocycler Applied Biosystems 
  (Gradientencycler) (Foster City, USA) 
Comfort NoFrost Eisschrank Liebherr (Lienz, A) 
Premium NoFrost Eisschrank Liebherr (Lienz, A) 
Scotsman AP-80 Eismaschine Frimont (Mailand, I) 
HS6686 Eisschrank (-60 bis -85°C) Hettich (Tuttlingen, D) 






Funktion  Hersteller 
41-2340 Elektrophoresekammer für Peqlab (Erlangen, D) 
  Agarosegele  
Hoefer SE 600 Ruby Elektrophorese für SSCP-Gele Amersham BioScience 
    (Pittsburg, USA) 
Unigeldryer 3545 D  Geltrockner LTF Labortechnik GmbH & 
    Co KG (Wasserburg, D) 
Purelab Ultra Gerät zur Herstellung von ELGA (High Wycombe, UK) 
  Aqua dest.  
Haake K20 Kühlgerät für SSCP Kobe (Marburg, D) 
Profiline Kühlschrank  Liebherr (Lienz, A) 
MR 3001 Magnetrührgerät Heidolph (Kelheim, D) 
MR 3002 Silumin Magnetrührgerät Heidolph (Kelheim, D) 
MR 1000 Magnetrührgerät Heidolph (Kelheim, D) 
Vakuubrand MZ 2C Membran-Vakuumpumpe ABM (Greifenberg, D) 
Inverter NN-T223M Mikrowelle Panasonic (Hamburg, D) 
pH 315i  pH-Meter WTW (Wellheim, D) 
Finnpipette F2 (5-50μl) Pipette Thermo Scientific 
    (Waltham, USA) 
Pipetman (1-1000μl) Pipette Gilson (Middleton, USA) 
Thermo Scientific (5-50μl) Pipette Thermo Scientific 
    (Waltham, USA) 
Tip Stack Pack Pipettenspitzen Sarstedt (Nümbrecht, D) 
Biosphere Filter Tips Pipettenspitzen Sarstedt (Nümbrecht, D) 
Gyrotwister Plattenschwenkgeräte Labnet (Woodbridge, UK) 
Vortex Mixer K Schüttelgerät Neolab (Heidelberg, D) 
GFL 1083 Schüttelwasserbad GFL MWH (Burgwedel, D) 
Nanodrop 1000 Spectrophotometer Peqlab (Erlangen, D) 
G7883 Spülmaschine Miele (Gütersloh, D) 




  und SSCP-Gelelektrophorese (Pittsburg, USA) 
Kelvitron T Trockenschrank Heraeus (Worms, D) 
UV-Photosystem mit UV-Leuchttisch mit Kamera,  Peqlab (Erlangen, D) 
monochromer CCD-Kamera Floppylaufwerk   
P39 Drucker für UV-Fotosystem Mitsubishi (Tokyo, Japan) 
Mikro 200 Zentrifuge (klein) Hettich (Tuttlingen, D) 
Megafuge 1.0 Zentrifuge (groß) Heraeus (Worms, D) 
Roland 460 R Zentrifuge (groß) Hettich (Tuttlingen, D) 
 
2.2.2 Chemikalien 
Tabelle 2.3 Auflistung der verwendeten Chemikalien 
Chemikalie Hersteller 




100x Bovine Serum Albumin (BSA) 
(100µg/ml) 
New England Biolabs (Ipswich, USA) 
10x Puffer  Sigma Aldrich GmbH (St. Louis, USA) 
Acetonitril (C2H3N) Roth (Karlsruhe, D) 
Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1) Roth (Karlsruhe, D) 
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Roth (Karlsruhe, D) 
aqua bidest. DeltaSelekt GmbH (Dreieich, D) 
Borsäure Roth (Karlsruhe, D) 
Bromphenolblau Roth (Karlsruhe, D) 
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP) 
(20mM) 
Peqlab (Erlangen, D) 
Essigsäure (C2H4O2) Roth (Karlsruhe, D) 
Ethanol 99% (C2H5OH) Roth (Karlsruhe, D) 
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe, D) 
Ethylen-ediamin-tetraacetic-acid (EDTA) Roth (Karlsruhe, D) 
Ficoll Type 400 Roth (Karlsruhe, D) 
Formaldehyd Roth (Karlsruhe, D) 
Formamid deionisiert Roth (Karlsruhe, D) 
Glycerol Roth (Karlsruhe, D) 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma Aldrich GmbH (St. Louis, USA) 
Natriumbicarbonat (Na2CO3) Roth (Karlsruhe, D) 
Na2EDTA Roth (Karlsruhe, D) 
Natriumchlorid (NaCl) Roth (Karlsruhe, D) 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth (Karlsruhe, D) 
PeqGold Universal-Agarose Peqlab (Erlangen, D) 
Primer (25pmol/µl) Sigma Aldrich GmbH (St. Louis, USA) 
Pronase E (10mg/ml) Sigma Aldrich GmbH (St. Louis, USA) 
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen (Hilden, D) 
Salpetersäure (HNO3) Roth (Karlsruhe, D) 
Salzsäure (HCL) Roth (Karlsruhe, D) 
Silbernitrat (AgNO3) Roth (Karlsruhe, D) 
Taq-Polymerase (5U/µl) Sigma Aldrich GmbH (St. Louis, USA) 
Tetramethylethylendiamid (TEMED) Roth (Karlsruhe, D) 
Triethylammoniumacetat (TEAA) Transgenomic (Cheshire, UK) 
Tris-HCL 99,9% (C4H11NO3) Roth (Karlsruhe, D) 
Tris-hydroxylmethyl-aminomethan Roth (Karlsruhe, D) 





2.2.3.1 Puffer für die DNA-Extraktion 
Tabelle 2.4 Verwendete Puffer für die DNA-Extraktion 
Puffer Verwendete Chemikalien 
Red cell lysis buffer (RCLB) 10 mM Tris-HCl  
 5 mM MgCl2 
 10 mM NaCl 
  pH 7,6 
SE-Puffer (Salzsäure-EDTA-Puffer) 75 mM NaCl 
 25 mM Na2EDTA 
  pH 8,0 
Pronase-Reaktionsmix 5 ml SE-Puffer 
 500 µl SDS (10%) 
  25 µl Pronase E (10 mg/ml) 
red. TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer) 10 mM Tris-HCl  
 0,5 M EDTA 
  pH 8,0 
 
2.2.3.2 Standardpuffer 
Tabelle 2.5 Verwendete Standardpuffer 
Puffer Verwendete Chemikalien 
10x TBE 0,89 M Tris 
 0,89 M Borsäure 
 0,02 M EDTA 
 pH 8,0 
  ad 1 l aqua bidest. 
50x TAE 2,0 M Tris 
 2,0 M Eisessig 
 0,05 M EDTA 
 pH 8,3 
 ad 1 l aqua bidest. 
 
2.2.4 Puffer für die denaturierende Hochdruck-Flüssigkeits-Chroma-
tographie (dHPLC, Wave®) 
Tabelle 2.6 Verwendete Puffer für die dHPLC 
Puffer Verwendete Chemikalien 
Puffer A 50 ml TEAA (2,0 M) 
 250 µl Acetonitril 
  ad 1 l aqua bidest. 
Puffer B 50 ml TEAA (2,0 M) 
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Puffer Verwendete Chemikalien 
 250 ml Acetonitril 
  ad 1 l aqua bidest. 
Puffer C 750 ml Acetonitril 
  ad 1 l aqua bidest. 
Puffer D 80 ml Acetonitril 
 ad 1 l aqua bidest. 
  
2.2.5 Chemikalien für die Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCP) 
Tabelle 2.7 Verwendete Chemikalien für die Herstellung der Laufgele für die SSCP 
Lösung Verwendete Chemikalien 
Gele für SSCP 18,75 ml Acrylamid-Bisacrylamid (40%) 
 2,5 ml 10xTBE 
 ad 50 ml aqua bidest. 
 500 µl APS (10%) 
 34µl TEMED 
 
Tabelle 2.8 Verwendeter Auftragspuffer für die SSCP 
Puffer Verwendete Chemikalien 
Auftragspuffer 8 ml EDTA (0,5 M) 
 190 ml Formamid (deionisiert) 
 2 ml Glycerin 
 50 mg Bromphenolblau 
 50 mg Xylen Zyanol 
 
Tabelle 2.9 Silberfärbung, verwendete Chemikalien und Reaktionsschritte 
Lösung Verwendete Chemikalien (für 1 Liter) 
I. Fixierlösungen   
Fixierlösung 1 100 ml Ethanol (10%) 
 5 ml Eisessig (0,5%) 
 ad 1 l aqua bidest. 
Fixierlösung 2 15 ml Salpetersäure (1%) 
 ad 1 l aqua bidest. 
Waschung mit aqua bidest. 
II. Silberlösung 1000 ml AgNO3 (1%) 
Waschung mit aqua bidest. 
III. Entwicklerlösung 200 ml Na2CO3 
 514 µl Formaldehyd (0,019%) 
IV. Stopplösung 100 ml Eisessig (10%) 
 ad 1 l aqua bidest. 
V. Fixierlösung 100 ml Glycerol (10%) 
 ad 1 l aqua bidest. 




2.2.6 Enzyme für den Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus 
(RFLP) 
Tabelle 2.10 Verwendete Enzyme 
Enzym Bezugsquelle 
EarI New England Biolabs (Ipswich, USA) 
BstNI New England Biolabs (Ipswich, USA) 
BccI New England Biolabs (Ipswich, USA) 
PflFI New England Biolabs (Ipswich, USA) 
Cac8I New England Biolabs (Ipswich, USA) 
BseYI New England Biolabs (Ipswich, USA) 
 
2.3 Eigenanteil an der vorliegenden Arbeit 
Das laborexperimentelle Mutationsscreening und die sich anschließende Genotypisierung fan-
den vom Dezember 2011 bis Juni 2012 statt und wurden in Zusammenarbeit mit Frau Maria 
Touma geb. Göbel durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit wird auf die Ergebnisse der Frag-
mente 3,4,5 und 6 (entsprechend den Exons 3 bis 9) eingegangen, die genauen Ergebnisse 
der Fragmente 1,2 und 7 (entsprechend den Exons 1,2 und 10) finden sich in der Promotions-
arbeit (Titel: Molekulargenetische Analyse am TUFM-Gen [Tu translation elongation factor mi-
tochondrial gene] bei extrem adipösen Kindern und Jugendlichen) von Frau Touma (Touma 
2016). Zum besseren Verständnis wird an einigen Stellen dieser Arbeit kurz auf die Ergebnisse 
von Frau Touma eingegangen. 
Für die vorliegende Arbeit wurde ein Kollektiv bestehend aus 95 extrem adipösen Kindern und 
Jugendlichen auf das Vorliegen von Mutationen in der kodierenden Region von TUFM unter-
sucht. Die DNA der Individuen lag bereits vor Beginn der Arbeiten isoliert vor; zum besseren 
Verständnis und zur Vollständigkeit der Arbeit wird kurz auf das verwendete Protokoll einge-
gangen. Die für die Isolation der DNA in unserem Labor verwendeten Chemikalien finden sich 
ebenfalls im Materialteil in tabellarischer Form. 
Folgende Arbeiten wurden selbstständig in den Exons 3,4,5,6,7,8 und 9 von TUFM durchge-
führt: 
 Design, Etablierung und Überprüfung der notwendigen Primer für die Polymerase-Ket-
tenreaktionen (PCR) 
 PCRs zur Vervielfältigung der DNA 
 Mutationsscreening mittels Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCP) oder denaturie-
render Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie (dHPLC) 
 Aufbereitung der vervielfältigten DNA zur kommerziellen Sequenzierung mittels des 
QIAquick® PCR Purification Kits (Qiagen, Hilden) zum Verschicken an ein Speziallabor 
(LGC Genomics GmbH, Berlin) 
 Auswertung der Sequenzen und Design der idealen Genotypisierungsmethode 
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 Genotypisierung der gefundenen Varianten mittels Polymerase-Kettenreaktion-Rest-
riktionsfragment-Längenpolymorphismus (PCR-RFLP) oder Tetra-Primer Amplifica-
tion-Refractory-Mutation-System-Polymerase-Kettenreaktion (ARMS-PCR) 
 Bewertung der erhobenen Daten im Vergleich zu einer normalverteilten Studiengruppe 
und im Hinblick auf die Relevanz für die Entstehung von Adipositas, hierfür auch selbst-
ständige Berechnung der notwendigen Statistik und der Hardy-Weinberg-Gleichge-
wichte  
 
2.4 Isolierung der Desoxyribonukleinsäure (DNA) 
Die Extraktion der DNA aus Blutproben der Probanden ist bereits im Vorfeld der Arbeit durch-
geführt worden. Zu Beginn des laborexperimentellen Screenings lag die DNA aller 95 Indivi-
duen vor. Für diese Promotionsarbeit wurde keine DNA selbstständig isoliert. Zur Vollständig-
keit der Arbeit wird jedoch kurz auf das verwendete Protokoll eingegangen. Als Referenz 
diente eine modifizierte Version des Protokolls nach Miller (Miller et al. 1988). Folgende 
Schritte sind im Vorfeld durchgeführt worden: 
 Lyse der Zellmembran 
 Entfernung der Zelltrümmer 
 Ausfällung der Nukleinsäuren 
Nach Zugabe von 30 ml eiskalter RCLB zu 10-20 ml EDTA-Blut wurde die Probe 15 Minuten 
lang auf Eis inkubiert. Nach der Lyse der Erythrozyten erfolgte die Sedimentation der Leuko-
zyten durch 15 minütiges Zentrifugieren bei 4000rpm und einer Temperatur von 4°C. Der Über-
stand der entstandenen Lösung wurde verworfen. Die übrige Lösung enthielt nur noch Leuko-
zytensediment, welches erneut in 25 ml RCBL gewaschen und anschließend bei gleichen Be-
dingungen erneut zentrifugiert wurde. Die entstehende Zelldispension wurde über Nacht unter 
Zusatz von 5,5 ml Pronase-Mix schüttelnd liegend inkubiert. 
Am nächsten Tag erfolgte die Zugabe von 5 ml SE-Puffer für 10 Minuten unter ständigem 
Schütteln im Wasserbad bei 55°C. Anschließend, nach Zugabe von 2,5 ml NaCl-Lösung, 
wurde die nun entstandene Lösung 15 Sekunden lang gevortext. Nach sich anschließender 
15 minütiger Zentrifugierung bei 4000rpm fielen die noch vorhandenen Proteine aus der Lö-
sung aus, so dass der DNA-erhaltende Überstand unter Zusatz von reinem Ethanol gefällt 
werden konnte. Nach 30 Minuten konnte die DNA mit einem Haken aus der Lösung aufge-
nommen werden. Als letzter Schritt schloss sich die kurze Waschung der DNA in 70%-Ethanol 




Vor Lagerung der DNA bei -80°C erfolgte die photometrische Bestimmung des DNA-Gehalts 
in der Probe durch Extinktion bei 260 nm und die Verdünnung der Probe bis zu einer Konzent-
ration von 20 ng/µl. Die so hergestellten Proben konnten anschließend für sämtliche moleku-
largenetische Verfahren verwendet werden. 
 
2.5 Polymerase-Kettenreaktion zur in-vitro Amplifizierung der DNA 
Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction = PCR) wurde 1987 von Mullis 
und Faloona entwickelt (Mullis und Faloona 1987). Die zugrundeliegende Idee ist eine Verviel-
fältigung spezifischer DNA-Abschnitte in vitro, so dass als Endprodukt große Mengen DNA 
zum Analysieren vorliegen. Benötigt werden dazu neben der Ausgangs-DNA (template) Des-
oxynukleosidtriphosphaten (dNTPs), eine thermostabile DNA-Polymerase (meist Taq-Poly-
merase; gewonnen aus dem Bakterium Thermus aquaticus), Magnesium (Mg2+)-Ionen als Sta-
bilisierungs- und Cofaktoren und zwei Oligonukleotid-Primer, die den Anfang und das Ende 
des zu vervielfältigenden Abschnitts markieren. Eine Pufferlösung schafft optimale Bedingun-
gen für die Reaktion. 
2.5.1 Durchführung einer PCR 
Nach Herstellen einer Lösung, die alle oben genannten Komponenten erhält, wird das Ge-
misch in einen Thermocycler gegeben. Hier können folgende Schritte in dieser Reihenfolge 
wiederholt werden, um ausreichend Endprodukt für folgende Untersuchungen aus einer PCR 
zu erhalten (Garibyan und Avashia 2013): 
 Denaturierung: Bei Temperaturen um 94°C bilden sich die komplementären Einzel-
stränge der DNA.  
 Primeranlagerung (Annealing): Das Gemisch wird auf die optimale Anlagerungstem-
peratur TAnn der Primer abgekühlt. Bei dieser Temperatur binden die vorher syntheti-
sierten Primer optimal an die DNA. Die Primer sind komplementär zu kurzen Abschnit-
ten der DNA (der Vorwärtsprimer definiert hierbei das 5’Ende des Stranges, der Rück-
wärtsprimer das 3’Ende des Stranges) und rahmen den zu amplifizierenden Bereich 
der DNA ein.  
 Synthese des Endprodukts (Strangelongation): Nach Erhitzen des Gemisches auf 
ca. 72°C (Reaktionsoptimum der Taq-Polymerase) beginnt die hitzestabile Polymerase 
mit der Verlängerung des DNA-Stranges, ausgehend vom 3’Ende der angelagerten 
Primer. Der synthetisierte Strang dient im nächsten Zyklus ebenfalls als Matrize, so 
dass im Verlaufe der weiteren Zyklen das gewünschte Endprodukt exponentiell ent-
steht. 
Häufig wird nach Abschluss der PCR der Cycler auf 4 - 8°C abgekühlt, um das Produkt stabil 
zu halten. So ist es z.B. auch möglich, eine PCR über Nacht laufen zu lassen. 
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2.5.2 PCRs für das TUFM-Gen 
Verschiedene Optimierungen wurden angewandt, um die Ausbeute der PCRs für TUFM zu 
erhöhen. Neben optimalen Reaktionsbedingungen wurden die idealen Annealing-Temperatu-
ren für die Primer experimentell herausgefunden; zudem wurde das Standard-PCR-Protokoll 
ergänzt und erweitert, um valide und reliable Ergebnisse für TUFM erzielen zu können. 
2.5.2.1 Design der Primer 
Ideale Primer für eine PCR sind wie folgt aufgebaut (Chuang et al. 2013): 
 Primerlänge: Die ideale Länge eines PCR-Primers liegt zwischen 16 – 28 Nukleotiden 
(nt), wobei sich Vorwärts- und Rückwärtsprimer in der Länge nicht um mehr als 3 nt 
unterscheiden sollten. 
 Gehalt an Guanin und Cytosin: Der Gehalt an den Basen G und C sollte zwischen 
40 – 60% liegen. 
 Annealing-Temperatur: Die besten Resultate lassen sich mit Primern erzielen, die 
exakt dieselbe TAnn haben. Idealerweise liegen zwischen den beiden Annealing-Tem-
peraturen nicht mehr als 5°C. Eine einfache Formel zur Berechnung der TAnn eines 
Primers ist die Formel nach Wallace (Wallace et al. 1979): TAnn = 2(A+T) + 4(G+C), 
wobei jeweils die Anzahl der verschiedenen Basen (A,T,G,C) im Primer berücksichtigt 
wird. Bei sich unterscheidender TAnn der Primer wurde im Rahmen der Arbeit die ideale 
Annealing-Temperatur, ausgehend vom Mittelwert, experimentell ermittelt. 
 Sekundärstrukturen: Die Primer sollten untereinander bzw. mit sich selbst keine Se-
kundärstruktur ausbilden.  
 Zielstruktur: Der Bereich, an den der Primer bindet, sollte möglichst spezifisch sein. 
Pseudogene oder Bereiche, in denen der Primer ebenfalls bindet, sollten vor der Syn-
these der Primer identifiziert werden und das Design der Primer entsprechend ange-
passt werden. 
Eine Möglichkeit, alle diese Aspekte zu berücksichtigen, findet sich in verschiedenen, online 
verfügbaren Primer-Design-Programmen, wie z.B. BatchPrimer3 (http://pro-
bes.pw.usda.gov/batchprimer3/), welches für das Primer-Design in dieser Arbeit verwendet 
wurde (You et al. 2008). Eine Übersicht über die verwendeten Primer und die zugrundelie-
gende Sequenz von TUFM findet sich im Anhang (Abschnitt 7.1 „Verwendete Sequenz von 
TUFM und Primerpositionen“ auf S.91). 
2.5.2.2 Mg2+-Konzentration in einer PCR 
Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen ist Magnesium ein wichtiger Cofaktor. Magnesium 
formt lösliche Komplexe aus dNTPs und DNA. Ohne Magnesium arbeitet die Taq-Polymerase 
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nicht, zu wenig Magnesium führt zu einer verringerten Anzahl an Endprodukt. Zu viel Magne-
sium verringert die Genauigkeit der Polymerase und kann die Anzahl an unspezifischen Amp-
lifikationen erhöhen (Eckert und Kunkel 1990; Ellsworth et al. 1993; Williams 1989). Die ideale 
Konzentration an Magnesium liegt zwischen 1,0 – 4,0 mM und wurde experimentell in der 
Etablierung der PCR für jedes Fragment ermittelt. Eine Übersicht über die idealen MgCl2-Be-
dingungen und Annealing-Temperaturen der Fragmente liefert Tabelle 2.14. 
2.5.3 PCR-Protokolle für die Durchführung dieser Arbeit 
Tabelle 2.11 Standardreaktionsansatz für eine PCR 
Reagenz Menge pro 25 µl Ansatz 
DNA (20 ng/µl) 2,5 µl 
PCR-Puffer (10x) 2,5 µl 
MgCl2 (25 mM) 1 - 2 µl 
Vorwärts-Primer (25 pmol/µl) 2,5 µl 
Rückwärts-Primer (25 pmol/µl) 2,5 µl 
dNTPs (20 mM) 2,5 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,1 - 0,3 µl 
Aqua bidest. ad 25 µl 
 
Tabelle 2.12 Standardreaktionsbedingungen für eine PCR 
Schritt Zyklen Dauer Temperatur 
initiale Denaturierung 1 Zyklus 5 Minuten 95°C 
Denaturierung  30 Sekunden 95°C 
Annealing 30 Zyklen  30 Sekunden TAnn °C 
Elongation   30 Sekunden 72°C 
finale Elongation 1 Zyklus 5 Minuten 72°C 
Kühlung   ∞ 4°C 
 
Ausgehend von diesen Standard-Protokollen wurde mit jedem zu untersuchenden Fragment 
von TUFM vorher eine Etablierungs-PCR durchgeführt, in der verschiedene Reaktionsbedin-
gungen getestet wurden. Die optimale MgCl2-Konzentration und die optimale Annealing-Tem-
peratur wurden mittels verschiedener MgCl2-Konzentrationen und einem Gradienten-Cycler 
ermittelt. Auf Grundlage dieser Etablierungs-PCR wurden die Fragmente später vervielfältigt. 
Um das Screening effizienter durchzuführen, wurden teilweise zwei Exons von TUFM zu ei-
nem Fragment zusammengelegt. So wurden bessere Reaktionsbedingungen für die PCR ge-






Tabelle 2.13 Exons und daraus resultierende Fragmente mit ihrer Länge in bp von TUFM (die 
fettgedruckten Fragmente und Exons wurden im Rahmen dieser Arbeit betrachtet) 
Exon Fragment Länge 
Exon 1 Frg. 1 329 bp 
Exon 2 Frg. 2 316 bp 
Exon 3 Frg. 3 298 bp 
Exon 4 
Frg. 4 484 bp 
Exon 5 
Exon 6 
Frg. 5 487 bp 
Exon 7 
Exon 8 
Frg. 6 462 bp 
Exon 9 
 Exon 10 Frg. 7 473 bp 
 
Tabelle 2.14 Ideale MgCl2-Bedingungen und Annealing-Temperaturen der Fragmente 
Fragment MgCl2 - Konzentration TAnn  
TUFM Frg. 3 1,0 mM 58,3°C 
TUFM Frg. 4 2,0 mM 64,8°C 
TUFM Frg. 5 2,0 mM 59,7°C 
TUFM Frg. 6 1,0 mM 58,3°C 
 
2.6 Agarose-Gelelektrophorese 
Nach Abschluss der PCR wurde zur Überprüfung der synthetisierten DNA-Fragmente eine 
Gelelektrophorese durchgeführt. Bei diesem Verfahren wandern die Nukleinsäuren entspre-
chend ihrer Größe durch ein elektrisches Feld und werden so ihrer Länge nach aufgetrennt. 
Durch das gleichzeitige Mitlaufenlassen eines Basenpaar-Längenmarkers kann die Größe der 
DNA-Fragmente unter UV-Licht bestimmt werden (Helling et al. 1974). 
Die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente hängt von mehreren Faktoren ab. Die Phos-
phatgruppen der Nukleinsäuren sind bei neutralem pH, wie er im Gel vorliegt, negativ geladen. 
Sie laufen daher zur Anode. Die Wegstrecke, die sie dabei zurücklegen, ist hierbei umgekehrt 
proportional zum dekadischen Logarithmus der Anzahl der Basenpaare und somit zur Länge 
des zu untersuchenden Fragments (Helling et al. 1974). 
Ein weiterer Einflussfaktor auf die Laufgeschwindigkeit ist die Porendichte des Gels. Je höher 
die Agarose-Konzentration ist, desto feiner ist die Matrix des Gels und desto höher ist die 
Trennschärfe für die Länge der Fragmente. In dieser Arbeit wurde bis auf eine Ausnahme in 
Fragment 5 nur mit 2,5%-Agarosegelen gearbeitet. 
2.6.1 Durchführung der Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Herstellung eines 2,5%- Agarosegels wurden 16g Agarose und 600ml TAE-Puffer benö-
tigt. Nach Aufkochen der Agarose im Puffer und dem abschließenden Abkühlen auf 60°C 
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wurde Ethidiumbromid zugesetzt, eine Substanz, die mit den unpolaren Anteilen der Nuklein-
säuren interferiert und die DNA unter UV-Licht sichtbar macht (Lee et al. 2012). 
Darauffolgend wurde eine Gelmatrix gegossen, in der Kämme eingesetzt wurden, so dass sich 
im fertigen Gel Taschen zur DNA-Auftragung bilden. Nach Erkalten des Gels wurden diese 
Kämme entfernt und das fertige Gel mit ausreichend TAE-Puffer bedeckt. Die DNA-Proben 
wurden zusammen mit einem Puffer, der das Diffundieren der Proben verhindern soll, in die 
Taschen aufgetragen. Ein Längenmarker lief ebenfalls mit. Nach Anlegen einer Spannung von 
240 Volt konnten, je nach Fragestellung nach einer Laufzeit von 20 Minuten oder zwei Stun-
den, die Proben unter einer UV-Lampe sichtbar gemacht und beurteilt werden. 
 
2.7 Methoden des Mutationsscreenings 
2.7.1 Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCP) 
Die Einzelstrangkonformationsanalyse (= single stranded conformation polymorphism analy-
sis, SSCP) dient der Detektion von Polymorphismen (wie z.B. Basenaustausche, Deletionen) 
in einem DNA-Strang (Orita et al. 1989). Die beste Sensitivität wird bei Fragmenten mit einer 
Länge bis 200 bp gefunden und liegt bei ca. 95%. Es wird außerdem empfohlen, zwei ver-
schiedene Laufbedingungen zum Screening zu benutzen, da sich die Sensitivität nochmals 
erhöht (Sheffield et al. 1993). Zur Herstellung von Fragmenten mit idealer Länge bietet sich 
ein Restriktionsverdau im Vorfeld der SSCP an, der ein längeres, z.B. mit einer PCR verviel-
fältigtes DNA-Fragment in die optimale Länge schneidet. 
Das zugrunde liegende Prinzip der SSCP beruht auf einer Detektion von veränderten Sekun-
därstrukturen einer zu untersuchenden DNA aufgrund einer mutierten Nukleotidabfolge. Die 
DNA-Doppelstränge werden denaturiert und nehmen während des schnellen Abkühlens eine 
intramolekulare Sekundärstruktur an. Bei gleicher Basensequenz entstehen gleiche Sekun-
därstrukturen, bei einer veränderten Struktur können hingegen völlig anders konfigurierte Se-
kundärstrukturen entstehen. Trägt man die DNA auf ein Gel auf und legt eine Spannung an, 
wandern diese Sekundärstrukturen unterschiedlich weit und lassen sich durch anschließende 
Silberfärbung darstellen. Auffällige Bandenmuster können auf Varianten hindeuten, woraufhin 
die entsprechende DNA-Probe über eine Sequenzierung nach Sanger genauer analysiert wird. 
Der Vorteil dieses Verfahrens ist seine kostengünstige Anwendung bei gleichzeitig großem 
Durchsatz an DNA-Proben. 
2.7.1.1 Durchführung der SSCP bei TUFM 
Die Fragmente 2 und 3, entsprechend den Exons 2 und 3, wurden im Rahmen des Mutations-
screenings mit SSCP untersucht. Die genauen Bedingungen für Exon 2 finden sich bei Frau 
Touma (Promotionsarbeit an der hiesigen Medizinischen Fakultät). Die Herstellung der Gele 
mit den benötigten Chemikalien erfolgte gemäß Tabelle 2.7. Danach wurde der Gel-Ansatz 
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zwischen zwei Glasplatten gegossen und auf der Oberseite ein Kamm eingesetzt, der die spä-
teren Taschen für die DNA-Proben formte. Nach Abkühlen des Gels über Nacht wurde der 
Kamm entfernt und jeweils 10 µl der amplifizierten und vorher verdauten DNA-Fragmente 
(siehe Tabelle 2.15) zusammen mit jeweils 10 µl eines Auftragspuffers (genaue Zusammen-
setzung siehe Tabelle 2.8) bei 95°C im Thermo-Cycler denaturiert. Ein Verdau vor Durchfüh-
rung der SSCP war bei Exon 3 notwendig, um eine optimale Produktgröße für die SSCP her-
zustellen. Für die genauen Eigenschaften des für den Verdau verwendeten Enzyms BccI siehe 
Tabelle 2.16. Zur Überprüfung des erfolgreichen Verdaus wurden anschließend einige Proben 
per Gelelektrophorese aufgetragen und ihre Länge in bp überprüft. 
 
Tabelle 2.15 Verdau für die SSCP durch das Enzym BccI für TUFM Exon 3 
Fragment Eduktgröße Enzym Produktgröße 
TUFM Frg. 3 298 bp BccI 147 bp u. 151 bp 
 
 
Tabelle 2.16 Schnittstelle (rot markiert), verwendeter Puffer und Restriktionsbedingungen des 
Enzyms BccI für den Verdau für die SSCP von TUFM Exon 3 
Schnittstelle Puffer Restriktionsbedingungen 
5´. . .CCATC(N)4|. . . 3´ NEBuffer 1 + Inkubieren: bei 37°C über Nacht 
 3´. . .GGTAG(N)5|. . . 5´ 100 μg/ml BSA Deaktivieren: bei 65°C für 20 Min. 
 
Zur Verhinderung der Renaturierung wurden die Proben nach der Denaturierung umgehend 
auf Eis gestellt und jeweils 10 µl der hergestellten Lösung in die einzelnen Taschen pipettiert. 
Die Gele mit den enthaltenen Proben wurden daraufhin in die Elektrophorese-Kammer gestellt 
und, zur Verbesserung der Sensitivität und Spezifität, bei jeweils 2 Temperaturen, Zimmer-
temperatur und 4°C, unterschiedlichen Laufzeiten und unterschiedlichen Spannungen unter-
sucht (siehe Tabelle 2.17).  
 
Tabelle 2.17 Laufbedingungen für TUFM Exon 3 
Fragment Lauftemperatur Laufzeit Spannung 
TUFM Frg. 3 RT 3 h 500 V 
 4°C 19 h 180 V 
 
Nach Abschluss des Laufes wurden die Banden per Silberfärbung sichtbar gemacht (Ablauf 
und Chemikalien siehe Tabelle 2.9) und die Gele in einem Vakuumtrockner ca. 3 Stunden lang 
zur nachfolgenden Auswertung getrocknet. Da die resultierenden Gele von Fragment 3 trotz 
Abänderungen am Versuchsablauf äußerst schwer zu interpretieren waren, erfolgte nach ei-
nigen Versuchen das weitere Mutationsscreening mittels dHPLC. 
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2.7.2 Denaturierende Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie 
Die denaturierende Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie (= denaturing high-performance 
liquid chromatography, dHPLC) ist, wie die SSCP, ein auf PCR-Produkten basierendes Ver-
fahren. Es eignet sich zur schnellen und kostengünstigen Detektion von Mutationen (Hayward-
Lester et al. 1995; Underhill et al. 1997) und kann Hinweise auf eine DNA liefern, die ein aus-
sichtsreicher Kandidat für eine nachfolgende Sequenzierungsanalyse ist. Die dHPLC beruht 
im Wesentlichen auf der Unterscheidung zwischen Homoduplices, die in ihrer komplementä-
ren Sequenz vollständig übereinstimmen, und Heteroduplices, die bis auf eine Variante über-
einstimmen. 
Die bei diesem Verfahren angewandte Chromatographie wird auch als Ionenpaar-Umkehrpha-
sen-Chromatographie mit einer stationären unpolaren Phase, bestehend aus alkylierten, hyd-
rophoben Polystyren-Divinylbenzol-Partikeln, und einer mobilen Phase, bestehend aus 
Triethylammonium-Acetat (TEAA), bezeichnet (siehe auch Tabelle 2.6). Die negativ-gelade-
nen Phosphatgruppen der zu untersuchenden DNA können über die positiv-geladenen Am-
monium-Ionen des TEAA an die Chromatographiesäule binden und werden mit steigender 
Abbildung 2.1 Absorptions-Zeit-Chromatogramm (untere Bildhälfte) und sche-
matische Darstellung der Entstehung der Peaks. Nach Denaturierung lagern 
sich die Einzelstränge zu Hetero- oder Homoduplices zusammen. Die Hetero-
duplices lösen sich aufgrund geringerer elektrostatischer Wechselwirkungen 
mit der Säule früher und werden früher detektiert (Abbildung entnommen und 
mit deutscher Achsenbeschriftung versehen nach Frueh und Noyer-Weidner 
2003, ©2003 Walter de Gruyter Verlag, Erlaubnis zur Verwendung beim Verlag 
eingeholt). 
Zeit (in Minuten) 
57°C 
Wildtyp         Mutante                     Heteroduplexe             Homoduplexe 
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Konzentration des zugegebenen Acetonitrils der Basenpaaranzahl nach von der Säule gelöst 
(Underhill et al. 1997), wobei längere Fragmente länger an der Säule haften bleiben als kür-
zere (Angabe der Laufzeit der Fragmente in Minuten).  
 
Vor Beginn der dHPLC amplifiziert und denaturiert man ein PCR-Produkt, so dass sich dieses 
in seine Einzelstränge auftrennt. Durch langsames Abkühlen lagern sich diese Einzelstränge 
wieder zu komplementären Doppelsträngen zusammen. Trägt ein Allel jedoch einen Basen-
austausch, geschieht keine vollständige Aneinanderlagerung mehr (Heteroduplex); liegt kein 
Austausch vor, gelingt eine vollständige Aneinanderlagerung (Homoduplex). Trägt man dieses 
DNA-Gemisch, welches 1:1 aus dem Wildtyp und der Mutante besteht, anschließend auf die 
Abbildung 2.2 Absorptions-Zeit-Chromatogramm in Abhängigkeit von der ide-
alen Schmelztemperatur. Zwischen 58°C und 54°C eluiert die heterozygote Va-
riante gut abgrenzbar vom Homoduplex des Wildtyps (für diese Grafik wurde 
eine Punktmutation Adenin zu Guanin an Position 168 einer 208 bp langen Se-
quenz betrachtet, Abbildung entnommen, mit Temperaturangaben und deut-
schen Achsenbeschriftungen versehen nach Frueh und Noyer-Weidner 2003, 
©2003 Walter de Gruyter Verlag, Erlaubnis zur Verwendung beim Verlag ein-
geholt). 






















































Säule auf, lassen sich die Heteroduplices aufgrund ihrer nicht vollständigen Aneinanderlage-
rung und somit lockereren Bindung an die Ammonium-Ionen leichter von der Säule eluieren 
und werden eher detektiert. Die Detektion erfolgt mit einer UV-Lampe bei einer Wellenlänge 
von 254 nm. Die abschließende Auswertung erfolgt mithilfe eines Computerprogrammes, das 
ein Absorptions-Zeit-Chromatogramm erstellt (siehe Abbildung 2.1, Frueh und Noyer-Weidner 
2003). Das Chromatogramm zeigt maximal vier Peaks, wovon die ersten beiden den Hetero-
duplex-Peak und die letzten beiden den Homoduplex-Peak darstellen. Enthält die Mutante al-
lerdings einen Basenaustausch, der zu einer homozygoten Variante führt, resultiert in der Pra-
xis leider oft ein etwas schwer zu interpretierender Befund, da der Wildtyp der Mutante mor-
phologisch ähnelt (Frueh und Noyer-Weidner 2003). Oftmals ist dann nur ein etwas verbreite-
ter Peak oder ein kleiner, zusätzlicher Peak auf dem Homoduplex-Peak zu sehen (oft bezeich-
net als „Schulter“ auf dem Homoduplex-Peak). Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die 
Elution von der Säule ist der Schmelzpunkt der Hetero- und Homoduplices. Der ideale 
Schmelzpunkt ist abhängig von der Länge des zu untersuchenden DNA-Fragments und der 
Anzahl der Purin- bzw. Pyrimidinbasen. Aufgrund geringerer Basenpaarungen ist der 
Schmelzpunkt bei den Heteroduplices geringer. Es gibt verschiedene Computer-Programme, 
die die Berechnung des genauen Schmelzpunktes anhand der DNA-Sequenz ermöglichen, 
jedoch muss meist zusätzlich experimentell versucht werden genau den einen Schmelzpunkt 
zu ermitteln, an dem die Heteroduplices denaturieren und von der Säule abgewaschen wer-
den. Meist liegt dieser zwischen 51°C und 61°C (Frueh und Noyer-Weidner 2003). Die Abhän-
gigkeit des Analyseergebnisses von der Schmelztemperatur zeigt exemplarisch Abbildung 2.2. 
2.7.2.1 Durchführung der dHPLC bei TUFM 
Zur Untersuchung der Fragmente 1,3,4,5,6 und 7, entsprechend den Exons 1,3,4,5,6,7,8,9 
und 10, wurde im Rahmen dieser Arbeit das WAVE®-System von Transgenomic (Transgeno-
mic Limited, Glasgow, UK) verwendet. Die genauen Bedingungen für die Fragmente 1 und 7 
finden sich bei Frau Touma (Promotionsarbeit an der hiesigen Medizinischen Fakultät). Zu 
Beginn wurde eine Probe, die durch eine vorangegangene Sequenzanalyse eindeutig als Wild-
typ identifiziert wurde, auf der dHPLC etabliert und das charakteristische Bandenmuster ge-
speichert.  
Zum Mutationsscreening wurden die entsprechenden DNA-Proben amplifiziert, bei 95°C de-
naturiert und danach langsam über 30 Minuten bei Raumtemperatur abgekühlt. Anschließend 
wurden jeweils 5 µl des PCR-Produkts auf eine 96-Well Platte pipettiert und vorsichtig in die 
entsprechende vorgeheizte Apparatur des WAVE®-System gestellt. Die vorher experimentell 
ermittelten Ablaufprogramme mit den jeweiligen Temperaturen wurden über die WAVEmaker® 
Software (Version 4.0, Transgenomic Limited, Glasgow, UK) gestartet. Die genauen Bedin-




Tabelle 2.18 Verwendete Programme und ideale Temperaturen für die Analyse von Fragmen-
ten in TUFM durch das WAVE®-System 
Fragment WAVEmaker® Programm Ideale Temperatur 
TUFM Frg. 3 TUFM F3  57,8°C 
TUFM Frg. 4 TUFM F4 58,0°C 
TUFM Frg. 5 TUFM F5 neu  61,0°C und 61,5°C 
TUFM Frg. 6 TUFM F6  59,0°C 
 
Der reibungslose Einsatz der dHPLC erfordert mehrere Pufferlösungen. Puffer A und B dienten 
zur Erzielung des Acetonitril-Gradienten, der mit der Laufzeit der dHPLC stärker wird, um die 
DNA von der Säule zu waschen und zu analysieren. Der 8% enthaltene Acetonitril Puffer C 
diente der Waschung der Säule zwischen 2 Probendurchläufen; der 75%ige Puffer D (genaue 
Pufferzusammensetzung siehe Tabelle 2.6) zur Reinigung der kompletten Säule in festgeleg-
ten Intervallen, um sämtliche DNA-Reste rückstandlos zu entfernen (Wandolski 2010). 
Anschließend wurden die resultierenden Peaks mit dem vorher gespeicherten Wildtyp-Muster 
verglichen. Dieser Vergleich erlaubte eine Aussage über mögliche Varianten in den eben ge-
testeten Proben und identifizierte mögliche aussichtsreiche Kandidaten für die folgende Se-
quenzierung. 
2.7.3 DNA-Sequenzierung nach Sanger 
Um die genaue Abfolge der Basenpaare feststellen zu können, wurde das modifizierte Se-
quenzierungsverfahren nach Sanger angewandt (Sanger et al. 1977). Markierte Sanger ur-
sprünglich seine Nukleotide noch radioaktiv, wird heute ein Verfahren mit fluoreszensmarkier-
ten Nukleotiden angewandt (Prober et al. 1987). Das auch als Kettenabbruch-Methode be-
zeichnete Verfahren benötigt insgesamt 4 Ansätze, wobei in jedem Ansatz derselbe spezifi-
sche Primer, DNA-Polymerase, die zu sequenzierende DNA und ausreichend Desoxynukleo-
sidtriphosphate (dNTP) enthalten sind. Jeweils eine Base in den 4 Ansätzen liegt jedoch nur 
als Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP) vor. Bei ddNTPs ist der Zucker (Ribose) an der 2‘- 
und 3‘-Stelle desoxygeniert, wodurch die DNA-Ketten-Synthese an dieser Stelle abbricht. Es 
entstehen nach PCR-Durchführung DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge, die alle mit ei-
ner fluoreszierenden Base enden. Diese Fragmente werden über eine Gelelektrophorese oder 
Kapillaren aufgetrennt und anschließend über ihre fluoreszierenden Eigenschaften sichtbar 
gemacht. Man erhält die gesuchte Basenabfolge und etwaige Mutationen können abgelesen 
werden (Sanger et al. 1977). 
2.7.3.1 Durchführung der Sanger-Sequenzierung bei TUFM 
Auf der Suche nach Mutationen in TUFM wurde vor Beginn des Mutationsscreenings eine 
DNA-Probe mit mutmaßlichem wildtypischen Genotyp kommerziell bei LGC Genomics GmbH, 
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Berlin, sequenziert. Dieser Wildtyp wurde genutzt, um ihn als Vergleich beim Mutationsscree-
ning mithilfe der SSCP und der dHPLC mitlaufen zu lassen. Auffällige Proben, die sich in ihrem 
Muster vom Wildtyp unterschieden, wurden mithilfe des QIAquick® PCR Purification Kit (Qi-
agen, Hilden) aufbereitet und zum Sequenzieren an ein Speziallabor verschickt (LGC Geno-
mics GmbH, Berlin). Pro Probe erfolgten 2 Sequenzierungen, einmal mit dem Vor- und einmal 
mit dem Rückwärtsprimer, um Sequenzierungsfehler zu verringern. Die resultierende Basen-
abfolgen konnte als Datei heruntergeladen und mittels Software (DNAStar Version 10.1.0, La-
sergene, Madison, Wisconsin, USA, Burland 2000) eingesehen werden. Es erfolgte daraufhin 
eine unabhängige Begutachtung des Basenmusters durch zwei Personen (siehe hierzu auch 
Volckmar 2013). 
 
2.8 Methoden der Genotypisierung 
2.8.1 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP) 
Zur Überprüfung einer gefundenen Mutation wurde die Restriktionsfragmentlängen-Analyse 
durchgeführt. Sie erlaubt relativ einfach und kostensparend mehrere Proben auf das Vorliegen 
einer Mutation zu untersuchen. Man benötigt dafür sogenannte Restriktionsendonukleasen, 
auch Restriktionsenzyme genannt, die zum überwiegenden Teil aus Bakterien stammen. Bak-
terien benutzen diese Enzyme, um fremde unmethylierte DNA, die durch einen Vektor in ihre 
methylierte DNA integriert worden ist, zu erkennen und zu entfernen. Die Enzyme erkennen 
überwiegend palindrome Sequenzen, meist bestehend aus einer Länge von 4 bis 8 Basen, 
binden und schneiden die DNA an bestimmten Stellen. Die Erkennungsstellen sind nicht 
zwangsläufig auch die Schnittstellen. Es entstehen anschließend DNA-Fragmente, die man 
mittels einer Gelelektrophorese sichtbar machen kann. Zunutze macht man sich diese Eigen-
schaften, indem man zur Genotypisierung gezielt nach einer Restriktionsendonuklease sucht, 
die nur die zu überprüfende Variante oder nur den Wildtyp schneidet (Berg Rasmussen 2012). 
2.8.1.1 Durchführung der RFLPs bei TUFM für die Varianten 
rs61737565 und rs4788099 
Mithilfe des Programms „NEBcutter V2.0“ der Firma New England Biolabs 
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/, Vincze et al. 2003) wurden geeignete Enzyme zur RFLP für 
die zu untersuchenden Proben bestimmt. Hierzu wurde die Sequenz eines Wildtyps von TUFM 
gegen die Sequenz einer Mutation von TUFM verglichen und gezielt nach Restriktionsenzy-
men gesucht, die nur den Wildtyp oder nur die Variante schneiden. Es wurde außerdem darauf 
geachtet, dass die entstehenden Fragmente eine ausreichende Länge haben, um die bei einer 
Gelelektrophorese entstehenden Banden deutlich voneinander unterscheiden zu können. Eine 
Übersicht über alle verwendeten Enzyme während der Laborarbeiten liefert Tabelle 2.10. Im 
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Rahmen dieser Arbeit wird im Folgenden nur auf die Enzyme und Bedingungen der Fragmente 
3,4,5 und 6 eingegangen, für die Fragmente 1,2 und 7 möchte ich auf die Arbeit von Frau 
Touma verweisen (Touma 2016). 
Zur Durchführung der RFLPs wurde ein Restriktionsverdau angesetzt. Dieser erhielt 12µl 
PCR-Produkt (für die genauen PCR-Bedingungen siehe Tabelle 2.12), Puffer gemäß den Her-
stellerangaben, das entsprechende Enzym in Units (Cac8l = 4 Units, PflFI = 1 Unit), Bovines 
Serum Albumin (BSA) gemäß den Herstellerangaben zur Stabilisierung der Reaktion (nur beim 
Enzym PflFI) und wurde mit Aqua bidest. auf ein Volumen von 18µl aufgefüllt. Anschließend 
erfolgte der Verdau über Nacht im Wasserbad bei 37°C. Am nächsten Morgen wurden die 
Fragmente auf eine Gelelektrophorese aufgetragen, der Größe nach getrennt und konnten 
gegen bekannte Wildtyp- oder Mutanten-DNA verglichen werden. Für die genauen Restrikti-
onsbedingungen der Enzyme siehe Tabelle 2.19, eine Übersicht über die Schnittstellen sowie 
die Fragmentlängen findet sich in Tabelle 2.20. 
 
Tabelle 2.19 Restriktions- und Auftragsbedingungen der verwendeten Enzyme zur RFLP 
Enzym Puffer Restriktionsbedingungen Agarosegel 
Cac8l NEBuffer 4 Inkubieren: bei 37°C über Nacht 3,0 %iges Gel 
   
Deaktivieren: bei 65°C für  
20 Minuten   
PflFI NEBuffer 4 +  Inkubieren: bei 37°C über Nacht 2,5 %iges Gel 
 
100 μg/ml BSA 
Deaktivieren: bei 65°C für  
20 Minuten   
 
 
Tabelle 2.20 Verwendete Enzyme zur RFLP mit Schnittstellen (rot markiert) und den resultie-
renden Fragmentlängen in Basenpaaren (Bp) des Wildtyps und der Variante (ein weiteres 
Fragment mit einer Länge von 52 bp bei der Variante rs61737565 durch das Enzym Cac8l ist 
nicht berücksichtigt, da dieses Fragment nur schwer sicher und reliabel mittels Gelelektropho-
rese zu erkennen gewesen wäre). 






Cac8l                                   
5´. . . GCN|NGC . . . 3´ 
3´. . . CGN|NCG . . . 5´ 
331 bp und 156 bp 279 bp und 156 bp  
rs4788099 
PflFI                                        
5´. . .GACN|NNGTC. . .3´ 
3´. . .CTGNN|NCAG. . .5´ 
263 bp und 224 bp 487 bp 
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2.8.2 Tetra-primer ARMS-PCR  
Die Tetra-primer ARMS-PCR (= Amplification refractory mutation system-PCR, ARMS-PCR, 
auch Allelspezifische PCR) ist ein Verfahren, um PCR-basiert den Austausch einer Base nach-
zuweisen. Ähnlich dem Prinzip der RFLP folgend, erhält man bei diesem Verfahren DNA-Frag-
mente unterschiedlicher Länge, die sich per Gelelektrophorese auftrennen lassen. Der Vorteil 
dieses Verfahrens ist es, dass man jedoch kein zusätzliches Enzym bzw. einen Verdau 
braucht, um SNPs zu detektieren.  
Abbildung 2.3 Theoretischer Ablauf einer ARMS-PCR. Es liegen 2 Allele vor, 
die durch die spezifischen inneren Primer (blau, pink) unterschieden werden 
sollen. Die äußeren Primer (violett, türkis) legen die Länge der Fragmente fest. 
Nach Durchführung einer PCR erhält man ein spezifisches Bandenmuster (un-
terer Kasten), aus dem man erkennt, welche Allele in dem Reagenz vorhanden 
waren (Abbildung entnommen und mit deutschen Beschriftungen versehen aus 






 Äußerer Primer 
 Äußerer Primer 
 Innerer Primer 
 Innerer Primer  Äußerer Primer  Innerer Primer 








 G/G homozygot             A/A homozygot        G/A heterozygot 
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Man benötigt für dieses Verfahren insgesamt 4 Primer, darunter 2 äußere Primer (Outer-Pri-
mer), die allelunabhängig binden und 2 innere Primer (Inner-Primer), die spezifisch für den 
Wildtyp oder den SNP der Mutante sind (Ye et al. 2001). Die Inner-Primer binden allelspezi-
fisch und unterscheiden sich in ihrem 3‘-Ende. Die Funktion der beiden Outer-Primer ist es, 
sicherzustellen, dass der gesuchte Genotyp vorhanden ist. Zudem legen sie die Länge der 
Fragmente fest, so dass man bei der anschließenden Gelelektrophorese die resultierenden 
Produkte besser voneinander unterscheiden kann. Zur zusätzlichen Allelspezifität wurde, aus-
gehend vom 3‘-Ende der Inner-Primer, an der Position -2 ein absichtlicher Basen-Mismatch 
eingebaut, um zu verhindern, dass die Inner-Primer unspezifisch binden und somit ein unspe-
zifisches Fragment synthetisieren (siehe Tabelle 2.22 die blaumarkierten Basen). Welcher 
Mismatch hierfür favorisiert wird, hängt von der Base des zu detektierenden SNPs ab (Ye et 
al. 2001). 
Wie in Abbildung 2.3 zu sehen ist, kommt es bei entsprechender Oligonukleotidhybridisierung 
allelspezifisch zur Synthese verschieden langer DNA-Stränge, die sich anschließend per Gel-
elektrophorese auftrennen lassen. Man erhält ein Bandenmuster, das für einen bestimmten 
Genotyp charakteristisch ist. Das Ablesen dieses Musters ermöglicht eine Aussage über das 
Vorhandensein der Wildtyp- oder Mutanten-Allele. 
2.8.2.1 Durchführung der Tetra-ARMS-PCR bei TUFM Exon 3 für die 
Variante rs8061877 
Die Genotypisierung in Exon 3 wurde mittels ARMS-PCR durchgeführt. Die Auswahl geeigne-
ter ARMS-PCR-Primer erfolgte mittels des Programmes „Batch Primer 3“ (http://pro-
bes.pw.usda.gov/batchprimer3/, You et al. 2008). Das Programm errechnete zudem theoreti-
sche Annealing-Temperaturen der Primer, die als erster Maßstab bei der Etablierung dienten. 
Gleichzeitig erlaubt das Programm eine Aussage über zu erwartende Sekundärstrukturen, die 
jeder Primer aufgrund seiner Basenabfolge mit sich selbst bildet. Es wurde darauf geachtet, 
dass die Wahrscheinlichkeit der Primer, dieses Phänomen zu zeigen, möglichst gering ist. 
Letztendlich erfolgte die Etablierung der PCR in einem Gradienten-Cycler mit verschiedenen 
MgCl2-Konzentrationen und bei verschiedenen Annealing-Temperaturen, bis ideale Reakti-
onsbedingungen herrschten (siehe hierzu auch den Abschnitt „Optimierung einer PCR“ auf 
Seite 33). Die Genotypisierung der Variante in Exon 3 (rs8061877 C>T) gelang problemlos. 
Für die genauen Reaktionsbedingungen der ARMS-PCR siehe Tabelle 2.21. Es wurde eine 
Konzentration von 2,0 mM MgCl2 gewählt und die Inner-Primer im Verhältnis 1:6 verdünnt, um 






Tabelle 2.21 Reaktionsbedingungen der ARMS-PCR für TUFM Exon 3 Variante rs8061877 
Schritt Zyklen Dauer Temperatur 
initiale Denaturierung 1 Zyklus 5 Minuten 95°C 
Denaturierung   30 Sekunden 95°C 
Annealing 30 Zyklen 30 Sekunden 61°C 
Elongation   30 Sekunden 72°C 
finale Elongation 1 Zyklus 10 Minuten 72°C 
Kühlung   ∞ 4°C 
 
Tabelle 2.22 Verwendete ARMS-PCR-Primer für Fragment 3 (rs8061877 C>T) und Länge der 
Primer (i = inner-Primer, o = outer-Primer, F = Forward, R = Reverse). Die Basen-Mismatches 
zur Erhöhung der Allelspezifität sind blau gekennzeichnet. Gen-Sequenz und Startpositionen 
der einzelnen Primer in TUFM nach hg19, NCBI 37 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/ge-
nome/assembly/grc/human/data/). 
Primer Sequenz Länge Startposition 
rs8061877 oF 5'-ACAGTTCTCTCTGCTGGAAGAGTTAGAG-3' 28 bp 315 
rs8061877 oR 5'-CTCACCTTAACATAATCTGCATGACC-3' 26 bp 620 
rs8061877 iF 5'-CACTGGAACTTTAGCTGAGAGGTTTG-3' 26 bp 406 
rs8061877 iR 5'-TCAGCTAGAACTAAAGGAGGAAAAGCAT-3' 28 bp 460 
 
2.9 Statistische Auswertung 
2.9.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben der englische Mathematiker G. H. Hardy und der 
deutsche Arzt W. Weinberg unabhängig voneinander eine Methode der Populationsgenetik, 
um Allelhäufigkeiten in einer idealen Population berechnen zu können (Hardy 1908; Weinberg 
1908). Um ihren Ansatz verwenden zu können, muss eine betrachtete Population mit den darin 
enthaltenen Organismen folgende, unter Normalbedingungen der Evolution allerdings kaum 
zu erfüllende, Voraussetzungen haben (Bosco et al. 2012; Hartl und Clarke 2007): 
 
 der Organismus ist diploid 
 der Organismus pflanzt sich geschlechtlich fort 
 die verschiedenen Generationen des Organismus‘ überlappen sich innerhalb der Po-
pulation nicht 
 die geschlechtliche Fortpflanzung ist zufallsbedingt und alle Allele werden gleichstark 
vererbt (Panmixie) 
 die Population ist von signifikanter Größe, so dass das Ausscheiden eines Organis-
mus‘/Allels keinen Einfluss auf die Genotypen der Gesamtpopulation hat 
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 die Allelfrequenzen sind unter den verschiedenen Geschlechtern, die sich fortpflanzen, 
gleichermaßen verteilt 
 es findet innerhalb der Population keine Migration, Mutation oder Selektion der Orga-
nismen statt 
 
Nehmen wir nun an, dass die Elterngeneration der Population am zu betrachtenden Genort 
zwei Allele hat, A und a, und diese mit den Häufigkeiten p bzw. q vorliegen, so gilt: p + q = 
1. Mithilfe einer Kreuztabelle lässt sich schließlich die Verteilung der Allele in der Folgegene-
ration darstellen: 
 
 A (p) a (q) 
A (p) AA (p²) Aa (pq) 
a (q) Aa (pq) aa (q²) 
 
 
Wie man ferner erkennen kann, bleibt diese Verteilung der Allele unter der Voraussetzung 
einer idealen Population (siehe oben) über Generationen hinweg immer gleich. Die Population 
befindet sich somit im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Rotach 2001). Berechnen lässt sich 
das Auftreten der einzelnen Genotypen der Folgegenerationen gemäß des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts mit der aus der Kreuztabelle folgenden Formel: 
 
p² + 2pq + q² = 1 
 
2.9.2 Annahmen und Statistische Tests  
Vor Beginn der experimentellen Untersuchung von TUFM wurden Hypothesen formuliert, die 
nach Abschluss der Laborarbeiten mittels statistischer Tests überprüft wurden. Im Vorfeld 
standen folgende Überlegungen (Gajjar 2013; Lowry 2015; Wandolski 2010): 
 
1. Formulierung der Null-Hypothese (H0) 
Der untersuchte Bereich von TUFM weist keine Varianten auf, die bei der im 
Rahmen der Arbeit festgelegten Gruppe von extrem adipösen Kindern und Ju-
gendlichen (= Phänotyp P1) im Vergleich zur Normalpopulation (= Phänotyp 
P2) in signifikant anderer Zahl vorkommen und damit ggf. einen Zusammen-
hang mit der Ausprägung des Übergewichts vermuten lassen. Die mittleren Al-
lelfrequenzen zeigen somit keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur 
Normalpopulation (Gajjar 2013; Lowry 2015). 




2. Formulierung der Alternativ-Hypothese (H1) 
Der untersuchte Bereich von TUFM weist Varianten auf, die bei der im Rahmen 
der Arbeit festgelegten Gruppe von extrem adipösen Kindern und Jugendlichen 
(= Phänotyp P1) im Vergleich zur Normalpopulation (= Phänotyp P2) in signifi-
kant anderer Zahl vorkommen und damit ggf. einen Zusammenhang mit der 
Ausprägung des Übergewichts vermuten lassen. Die mittleren Allelfrequenzen 
zeigen einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Normalpopulation. 
Die Formulierung der Alternativ-Hypothese erfolgt einzeitig, da nur der Zusam-
menhang zu Übergewicht betrachtet wird (Gajjar 2013; Lowry 2015). 
Es gilt somit die Beziehung H1: P1 ≠ P2  H1: P1 > P2 
 
3. Wahl des Signifikanzniveaus 
Es wurde festgelegt, die Null-Hypothese erst zu verwerfen, wenn der Wert für 
die Irrtumswahrscheinlichkeit p kleiner oder gleich 5% beträgt. Andernfalls be-
steht die Gefahr, die Null-Hypothese abzulehnen, obwohl sie eigentlich richtig 
ist. Das Signifikanzniveau liegt somit bei p = 5% bzw. p = 0,05 (Gajjar 2013; 
Lowry 2015). 
 
4. Testverfahren zur Überprüfung der Hypothesen und zur Berechnung des Signifikanz-
niveaus 
Die Berechnung erfolgte mit dem Fisher's Exact Test (Fisher 1922), um auch 
kleine Stichproben aussagekräftig berechnen zu können. 
 
5. Durchführung des Tests und anschließende Entscheidung über die Hypothesen 
Am Ende der Berechnungen lässt sich anhand des ermittelten p-Wertes gefun-
dener SNPs eine Aussage über den Einfluss von TUFM auf die phänotypische 
Ausprägung des Übergewichts machen. Die Null-Hypothese wird entweder an-
genommen oder verworfen (bei p ≤ 0,05) (Gajjar 2013; Lowry 2015). 
 
2.9.2.1 Der exakte Test nach Fisher (Fisher's Exact Test)  
Der von Ronald Aylmer Fisher 1922 entwickelte Test zur Überprüfung von statistischen Hypo-
thesen basiert auf einer Kontingenztafel (Fisher 1922). War er ursprünglich für eine 2*2-große 
Kontingenztafel entwickelt worden, gilt er mittlerweile auch für m*n-große Kontingenztafeln 
(Mehta und Patel 1983). Er ermöglicht eine Berechnung des p-Wertes auch für kleinere Grup-
pengrößen n und liefert valide Ergebnisse. 
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Ausgehend von z.B. einer 2*2-großen Kontingenztafel mit ihren Variablen a,b,c,d ergibt sich 
die Wahrscheinlichkeit p aller Randsummen in allen kombinierbaren Möglichkeiten als Summe 
von Gliedern einer sog. hypergeometrischen Verteilung (Lowry 2015):  
 
(𝑎 + 𝑏)! (𝑐 + 𝑑)! (𝑎 + 𝑐)! (𝑏 + 𝑑)!
𝑛! 𝑎! 𝑏! 𝑐! 𝑑!
= 𝑝 
 
Mithilfe einer auf dieser Formel basierenden Software wurden die p-Werte für jeden zu testen-
den SNP bei TUFM selbstständig errechnet. Benutzt wurde für die Berechnung der genotypi-
schen p-Werte die Software (Lowry 2015) „Fisher Exact Probability Test: 2x3“ (http://vassars-
tats.net/fisher2x3.html), sowie zur unabhängigen Kontrolle der p-Werte die Software 








Im Rahmen der Promotionsarbeit wurden die kodierenden exonischen Bereiche des TUFM-
Gens auf das Vorliegen von Mutationen geprüft. Zusätzlich wurde in 5‘-Richtung 221bp vor 
dem Startcodon und 245bp nach dem Stopp-Codon gescreent. Der gesamte gescreente Be-
reich von TUFM umfasst, inklusive der nur zum Teil betrachteten intronischen Bereiche (ge-
naue Platzierung der Primer und untersuchter Bereich im Gen siehe Anhang 7.1), insgesamt 
3761bp. Die Aufteilung dieses Bereiches erfolgte in sieben Fragmente mit definierter Länge 
(siehe Tabelle 2.13). Das laborexperimentelle Mutationsscreening und die sich anschließende 
Genotypisierung fanden von Dezember 2011 bis Juni 2012 in Zusammenarbeit mit Frau To-
uma statt. Im Rahmen dieser Arbeit wird auf die Ergebnisse der Fragmente 3,4,5 und 6 (ent-
sprechend den Exons 3 bis 9) eingegangen, die genauen Ergebnisse der Fragmente 1,2 und 
7 (entsprechend den Exons 1,2 und 10) finden sich in der Promotionsarbeit (Titel: Molekular-
genetische Analyse am TUFM-Gen [Tu translation elongation factor mitochondrial gene] bei 
extrem adipösen Kindern und Jugendlichen) von Frau Touma. Zum besseren Verständnis wird 
Abbildung 3.1 Übersicht über alle in dieser Arbeit detektierten SNPs und ihre Po-
sition in TUFM (vertikale schwarze Linien). Exons sind durch blaue Kästen darge-
stellt, Introns durch die horizontal verlaufende blaue Linie. Nicht kodierende exoni-
sche Bereiche vor dem Start- bzw. nach dem Stopp-Codon sind durch nicht ausge-
füllte Kästen dargestellt. Funktionell wichtige Bereiche sind farblich hervorgehoben 
(entnommen und modifiziert aus Volckmar et al. 2015 nach dem online-verfügbarem 
Anhang „S3 Fig. Mutated positions in the obesity candidate genes of chr16p11.2 




an einigen Stellen dieser Arbeit kurz auf die Ergebnisse von Frau Touma eingegangen (Touma 
2016). 
 
Das Mutationsscreening von TUFM erfolgte an 95 extrem adipösen Kindern und Jugendlichen. 
Beim Auffinden einer möglichen Variante mittels eines Screening-Verfahrens wurde dieser 
auffällige Befund über ein zweites Verfahren unabhängig bestätigt. Es wurden insgesamt 5 
SNPs gefunden, von denen bei Durchführung des Screenings 4 bereits mittels rs-Nummer 
bekannt waren. Bei diesen handelt es sich um die SNPs rs7187776 T>C (Exon 1), den wir in 
unserem Kollektiv insgesamt 9 x fanden, rs8061877 C>T (Exon 3), den wir in unserem Kollek-
tiv insgesamt 4 x fanden, rs61737565 G>C (Exon 7), den wir in unserem Kollektiv insgesamt 
7 x fanden, und rs4788099 A>G (Exon 7), den wir in unserem Kollektiv insgesamt 8 x fanden. 
Ein zum Zeitpunkt unseres Screenings (im März 2012) unbekannter SNP, den wir in unserem 
Kollektiv einmal fanden, ist mittlerweile ebenfalls katalogisiert und lässt sich nun mittels rs-
Nummer (rs574407904 C>G) auffinden. Zur Durchführung der Mutationssuche wurde für die 
Exons 2 und 3 das SSCP-Verfahren verwendet, die übrigen Exons wurden teilweise zu Frag-
menten zusammengelegt und mittels dHPLC gescreent. Die Bestätigung gefundener Varian-
ten erfolgte bei den Exons 1,6 und 7 mittels RFLP, bei den Exons 3 und 10 mittels ARMS-
PCR. Die Exons 2,4,5,8 und 9 wiesen keine Abweichungen auf, wir fanden beim Screening in 
unserem Kollektiv keine Varianten. Eine genaue Übersicht über die Exons, die Fragmente, die 
gefundenen SNPs, die Häufigkeiten der Allele, die mittleren Allelfrequenzen und die verwen-
dete Screening-Methode liefert Tabelle 3.1. Eine grafische Übersicht über alle im Rahmen 
dieser Arbeiten detektierten SNPs liefert Abbildung 3.1. Eine Darstellung des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts für die gefundenen SNPs in TUFM findet sich in Tabelle 3.2. 
 
Tabelle 3.1 Detektierte und in dieser Arbeit betrachtete SNPs in TUFM (mit Angabe des 
Exons, des Fragments, der rs-Nummer, der absoluten und prozentualen Häufigkeiten der Al-
lele, der mittleren Allelfrequenz (MAF) absolut sowie prozentual, und der zur Detektion genutz-
ten laborexperimentellen Methode; insgesamt wurden 95 Individuen genotypisiert). 
Fragment SNP 
Häufigkeiten mittlere Allelfrequenz 
Methode 
absolut prozentual absolut prozentual 
Exon 3      
(≙ Frg. 3) 
rs8061877 
(C>T) 
CC = 92x CC = 96,8% 
C = 0,979        
T = 0,021 
C = 97,9%               
T = 2,1% 
SSCP/  
dHPLC CT = 2x CT = 2,2% 
TT = 1x TT = 1% 
Exon 6 + 7 
(≙ Frg. 5 ) 
rs61737565 
(G>C) 
GG = 90x GG = 94,7% 
G = 0,963        
C = 0,037 
G = 96,3%               
C = 3,7% 
dHPLC GC = 3x GC = 3,2% 
CC = 2x CC = 2,1% 
rs4788099 
(A>G) 
AA = 89x AA = 93,6% 
 A = 0,953            
G = 0,047 
A = 95,3%               
G = 4,7% 
dHPLC AG = 3x AG = 3,2% 
GG = 3x GG = 3,2% 
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Tabelle 3.2 Darstellung der absoluten und prozentualen Häufigkeiten der im Screening von 
TUFM detektierten SNPs mit Angabe des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (insgesamt wurden 
95 Individuen genotypisiert; die Berechnungen erfolgten zuerst selbst und wurden anschlie-




absolut prozentual erwartet prozentual 
rs8061877   
(C>T) 
CC = 92x CC = 96,8% CC = 91x CC = 95,8% 
CT = 2x CT = 2,2% CT = 3,92x CT = 4,1% 
TT = 1x TT = 1% TT = 0,04x TT = 0,04% 
rs61737565 
(G>C) 
GG = 90x GG = 94,7% GG = 88,13x GG = 92,8% 
GC = 3x GC = 3,2% GC = 6,74x GC = 7,1% 
CC = 2x CC = 2,1% CC = 0,13x CC = 0,14% 
rs4788099   
(A>G) 
AA = 89x AA = 93,6% AA = 86,21x AA = 90,8% 
AG = 3x AG = 3,2% AG = 8,57x AG = 9% 
GG = 3x GG = 3,2% GG = 0,21x GG = 0,22% 
 
3.1.1 Sequenzvarianten in Exon 3 
3.1.1.1 Intronische Variante rs8061877 (C>T) in TUFM 
Das Mutationsscreening in Exon 3 sollte mittels SSCP durchgeführt werden. Um eine ideale 
Fragmentlänge für diese Methode zu erreichen, wurde Exon 3 vor der SSCP mittels eines 
Enzyms geschnitten (Bedingungen siehe Tabelle 2.15 und Tabelle 2.17). Da sich nach dem 
 
Abbildung 3.2 dHPLC-Analyse Exon 3 
bei einer Temperatur von 57,8°C. 
 
Links: Probe eines heterozygoten Pro-
banden, die zwei Peaks aufweist (Dop-
pelgipfel). 
 
Rechts: mehrere homozygote Proben 
mit jeweils nur einem Peak. 
 
Y-Achse = Absorption in mV 
X-Achse = Laufzeit in min 
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Schneiden und Durchführung des Verfahrens jedoch nach einigen Versuchen keine zufrieden-
stellenden Bandenmuster ergaben, musste die weitere Suche mittels dHPLC fortgeführt wer-
den (siehe Abbildung 3.2). Zu den Reaktionsbedingungen der dHPLC siehe Tabelle 2.18. Um 
diesen Peak, der bei mehreren Probanden auffiel, genauer abklären zu können, wurden die 
entsprechenden Proben kommerziell sequenziert und in silico analysiert. Es fiel eine Abwei-
chung von der Wildtyp-Sequenz auf, die bereits mit der rs-Nummer rs8061877 beschrieben 
worden war; es handelt sich um den Basenaustausch Cytosin zu Thymidin (siehe Abbildung 
3.3). Da dieser SNP im Intron liegt, ergibt sich keine Veränderung der Aminosäuresequenz.  
3.1.2 Sequenzvarianten in den Exons 6 und 7 
Vor der Detektion möglicher Sequenzvarianten musste zuerst ein um zwei bp veränderter For-
ward-Primer für Fragment 5 (bestehend aus Exon 6 und 7) bestellt werden, da es trotz der 
sorgfältigen Auswahl der Primer zuerst nicht möglich war, Fragment 5 per PCR zu vervielfälti-
gen. Nach Analyse der Sekundärstrukturen, die Forward- und Reverse-Primer für Fragment 5 
untereinander bildeten, bestellten wir einen um zwei bp verschobenen Forward-Primer und 
konnten anschließend Fragment 5 problemlos synthetisieren. Eine Übersicht über die verwen-
deten Primer von TUFM, darunter auch die Sequenz der beiden Forward-Primer von Fragment 
5, findet sich im Anhang (Abschnitt 7.1 „Verwendete Sequenz von TUFM und Primerpositio-
nen“ auf S.91).  
Abbildung 3.3 Sequenzanalyse der Va-
riante mit der rs-Nummer rs8061877 (die 
dargestellten Zahlen dienen der Orientie-
rung innerhalb einer Sequenz und sind 
für jede Sequenzierung individuell). Dar-
gestellt ist der Bereich von Chromosom 
16, Position 28,856,815 bis 28,856,822, 
mit dem SNP an Position 28,856,819 
(nach hg19, NCBI 37). 
 
Oben: Darstellung der Basensequenz 
eines Wildtyps. 
 
Unten: Darstellung (Pfeil) eines hetero-
zygoten Basenaustauschen C (blau) ge-
gen T (rot). 
 





Unten: Darstellung (Pf l) eines hetero-
zygoten Basenaustauschen C ( lau) ge-







3.1.2.1 Intronische Variante rs61737565 (G>C) in TUFM 
Das Mutationsscreening in Exon 6 und 7 wurde ausschließlich mittels dHPLC durchgeführt. 
Zu den Reaktionsbedingungen der dHPLC siehe Tabelle 2.18.  
 
 
Abbildung 3.4 dHPLC-Analyse Exon 7 
bei einer Temperatur von 61,0°C. 
 
 
Es finden sich 2 homozygote Proben mit 
jeweils einem Peak und 1 heterozygote 
Probe, die charakteristisch eine „Schul-
ter“ auf dem Peak aufweist (Pfeil). 
 
Y-Achse = Absorption in mV 
X-Achse = Laufzeit in min 
Abbildung 3.5 Sequenzanalyse der Va-
riante mit der rs-Nummer rs61737565 
(die dargestellten Zahlen dienen der Ori-
entierung innerhalb einer Sequenz und 
sind für jede Sequenzierung individuell). 
Dargestellt ist der Bereich von Chromo-
som 16, Position 28,855,521 bis 
28,855,527, mit dem SNP an Position 
28,855,522 (nach hg19, NCBI 37). 
 
Oben: Darstellung der Basensequenz 
eines Wildtyps. Zu erkennen sind insge-
samt 3x die Base C. 
 
Unten: Darstellung (Pfeil) eines homozy-
goten Basenaustauschen G (schwarz) 
gegen C (blau). Durch den Austausch 
findet sich 4x die Base C. 
 
Oben: Darstellung der Basensequenz 
eines Wildtyps. Zu erkennen sind insge-







Wie bereits beim Screening von Exon 3 wurde auch dieser Peak (siehe Abbildung 3.4), der 
bei mehreren Probanden auffiel, genauer abgeklärt, indem die entsprechenden Proben kom-
merziell sequenziert und in silico analysiert wurden. Es fiel eine Abweichung von der Wildtyp-
Sequenz auf, die bereits in der Literatur beschrieben worden war. Sie trägt die rs-Nummer 
rs61737565 und verursacht einen Basenaustausch von Guanin zu Cytosin (siehe Abbildung 
3.5). Da dieser SNP im Intron liegt, ergibt sich keine Veränderung der Aminosäuresequenz. 
3.1.2.2 Intronische Variante rs4788099 (A>G) in TUFM 
Diese Variante wurde ebenfalls zuerst mittels dHPLC als Screening-Methode entdeckt. Zu den 
Reaktionsbedingungen der dHPLC siehe Tabelle 2.18. Auch dieser Peak, der bei mehreren 
Probanden auffiel, wurde durch Sequenzierung der entsprechenden Proben genauer abge-
klärt (siehe Abbildung 3.6). Alle homozygoten Varianten wiesen in dieser Versuchsreihe als 
alleiniges Differenzierungsmerkmal gegenüber dem Wildtyp einen höheren Peak auf. Die da-
bei auffallende Abweichung von der Wildtyp-Sequenz war ebenfalls in der Literatur bekannt 
und trägt die rs-Nummer rs4788099. Sie verursacht einen Basenaustausch von Adenin zu 
Guanin (siehe Abbildung 3.7). Da dieser SNP im Intron liegt, ergibt sich keine Veränderung 





Abbildung 3.6 dHPLC-Analyse Exon 7 
bei einer Temperatur von 61,5°C. 
 
Es finden sich 3 homozygote Wildtyp-
Proben mit jeweils einem Peak und 1 ho-
mozygote Probe (Pfeil), die durch einen 
höher ausschlagenden Peak gekenn-
zeichnet ist. Alle detektierten homozygo-
ten Varianten wiesen als Differenzie-
rungsmerkmal einen höheren Peak auf. 
 
Y-Achse = Absorption in mV 






Wie bereits in Abschnitt 3.1 beschrieben erfolgte nach dem Mutationsscreening eine Genoty-
pisierung des untersuchten Kollektivs. Die in dieser Arbeit betrachteten Fragmente wurden 
mittels ARMS-PCR (Exon 3) und RFLP (Exon 6 und 7) genotypisiert. Anschließend wurden 
die Allelfrequenzen der gefundenen SNPs berechnet und mit einer normalverteilten Kohorte 
verglichen (hierzu wurden die frei verfügbaren Populationsdaten der Datenbank „1000 geno-
mes Project“ verwendet, McVean und The 1000 Genomes Project Consortium 2012). 
3.2.1 ARMS-PCR für rs8061877 (Exon 3) in TUFM 
Da für den in Exon 3 gefundenen SNP kein Enzym gefunden wurde, welches mit ausreichend 
hoher Sensitivität und Spezifität für die Genotypisierung geeignet gewesen wäre, führten wir 
eine ARMS-PCR durch. Die genauen Bedingungen für die PCR sind in Tabelle 2.21 in Ab-
schnitt 2.8.2.1 zu finden. Nach Auswertung der Gelelektrophoresen zeigte sich, das in unse-
rem Kollektiv insgesamt 4 Probanden den SNP aufwiesen (siehe Abbildung 3.8, hierauf sind 
3 der 4 Probanden unseres Kollektivs zu erkennen). 
 
 
Abbildung 3.7 Sequenzanalyse der Va-
riante mit der rs-Nummer rs4788099. 
(die dargestellten Zahlen dienen der Ori-
entierung innerhalb einer Sequenz und 
sind für jede Sequenzierung individuell). 
Dargestellt ist der Bereich von Chromo-
som 16, Position 28,855,723 bis 
28,855,730, mit dem SNP an Position 
28,855,727 (nach hg19, NCBI 37). 
 
Oben: Darstellung der Basensequenz 
eines Wildtyps. 
 
Unten: Darstellung (Pfeil) eines hetero-
zygoten Basenaustauschen A (grün) ge-







3.2.2 RFLP für rs61737565 und rs4788099 (Exon 7) in TUFM 
Mithilfe des Programms „NEBcutter V2.0“ der Firma New England Biolabs 
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/, Vincze et al. 2003) war es möglich, passgenaue Enzyme zur 
Genotypisierung für die beiden SNPs in Exon 7 zu finden. Eine genaue Übersicht über die 
Schnittstellen sowie die Fragmentlängen beim Wildtyp bzw. der Mutante findet sich in Tabelle 
2.20. Die laborexperimentellen Ergebnisse finden sich für das Enzym Cac8l in Abbildung 3.9 






















 A      B       C        D      E  
Abbildung 3.8 ARMS-PCR des SNPs rs8061877 (Ausschnitt eines 2,5%-Agarosegels 
versetzt mit Ethidiumbromid. Banden D und E = Wildtyp; Banden A und C = heterozy-
gote Varianten; Bande B = homozygote Variante. Ein DNA-Längenmarker (1) lief zur 
Orientierung in der rechten Geltasche mit, die Positionen der Schnittstellen sind be-
schriftet. Für die genauen Eigenschaften der ARMS-PCR und ihrer Primer siehe Ta-
belle 2.22). 
1 
Abbildung 3.9 RFLP-Analyse des SNPs rs61737565 mit dem Enzym Cac8l (auf einem 
3,0%-Agarosegel versetzt mit Ethidiumbromid. Banden D und E = Wildtyp; Banden A und 
F = heterozygote Varianten; Banden B, C und H = homozygote Varianten. Ein DNA-Län-
genmarker (1) lief zur Orientierung in der rechten Geltasche mit, die Positionen der Schnitt-
stellen sind beschriftet. Für die genauen Eigenschaften des Enzyms siehe Tabelle 2.20). 
 





















3.2.3 Genotypverteilung und Vergleich der Fall- mit der Kontroll-
gruppe 
Zum Vergleich der in dieser Arbeit untersuchten Fall- mit einer Kontrollgruppe wurden als Kon-
trollgruppen die frei verfügbaren Populationsdaten der Datenbank „1000 genomes Project“ 
verwendet (McVean und The 1000 Genomes Project Consortium 2012).  
 
Tabelle 3.3 Darstellung der im Screening von TUFM detektierten SNPs (bei insgesamt 95 
Individuen) gegenüber der CEU-Population aus dem 1000 genomes Projekt, die in dieser Ar-
beit als normalverteilte Kontrollgruppe genommen wurde (insgesamt 99 Individuen). Gezeigt 
sind jeweils die absoluten und prozentualen Häufigkeiten der Allele und ihre mittlere Allelfre-
quenz (MAF). 
SNP 




absolut prozentual absolut prozentual 
rs8061877 
(C>T) 
CC = 92x CC = 96,8% 
C = 97,9%               
T = 2,1% 
CC = 55x CC = 55,6% 
C = 73,3%               
T = 26,7% CT = 2x CT = 2,2% CT = 35x CT = 35,4% 
TT = 1x TT = 1% TT = 9x TT = 9% 
rs61737565 
(G>C) 
GG = 90x GG = 94,7% 
G = 96,3%               
C = 3,7% 
GG = 42x GG = 42,4% 
G = 63,6%               
C = 36,4% GC = 3x GC = 3,2% GC = 42x GC = 42,4% 
CC = 2x CC = 2,1% CC = 15x CC = 15,2% 
rs4788099 
(A>G) 
AA = 89x AA = 93,6% 
A = 95,3%               
G = 4,7% 
AA = 42x AA = 42,4% 
A = 63,6%               
G = 36,4% AG = 3x AG = 3,2% AG = 42x AG = 42,4% 
GG = 3x GG = 3,2% GG = 15x GG = 15,2% 
 
Der Vergleich erfolgte mit einer europäisch-stämmigen Normalbevölkerung, bezeichnet als 
CEU, abgekürzt für „Utah residents with Northern and Western European ancestry“ 
Abbildung 3.10 RFLP-Analyse des SNPs rs4788099 mit dem Enzym PflFI (auf einem 
2,5%-Agarosegel versetzt mit Ethidiumbromid. Banden C und D = Wildtyp; Banden E 
und F = heterozygote Varianten; Banden A, B und G = homozygote Varianten. Ein DNA-
Längenmarker lief zur Orientierung in der rechten Geltasche mit, die Positionen der 


























letzt abgerufen am 08.01.2016). Der Datensatz umfasst insgesamt 99 genotypisierte Indivi-
duen. Eine Übersicht über die absoluten und prozentualen Genotyp-Häufigkeiten sowie die 
MAF finden sich in Tabelle 3.3, ebenso die im Rahmen dieser Arbeit laborexperimentell be-
stimmten Häufigkeiten.  
 
Aufgrund der kleinen Fallzahl der genotypisierten Kohorte, die zudem nicht normalverteilt und 
nicht repräsentativ war, wurde auf die Angabe eines p-Werts verzichtet. Es lässt sich allerdings 
anhand von Tabelle 3.3 erkennen, dass die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Kohorte eine 
deutlich andere Verteilung der Allele als die Kontrollgruppe aufweist, wobei das Wildtyp-Allel 
überwiegt. 
 
3.3 In silico Analysen 
Die in dieser Arbeit gefundenen SNPs liegen ausschließlich im intronischen Bereich. Zur Über-
prüfung der funktionellen Relevanz wurden in silico Analysen mittels der Software „Mutation-
taster 2“ (http://mutationtaster.org/, letzter Abruf und Test der SNPs am 09.01.2016) durchge-
führt (Schwarz et al. 2014). Die Software gibt eine Vorhersage heraus, in wieweit eine Variante 
im Genom Einfluss auf Struktur und Funktion des Gens hat. Die Vorhersagen im Rahmen 
dieser Arbeit finden sich in Tabelle 3.4. Es handelt sich laut „Mutationtaster 2“ bei allen detek-
tierten SNPs um Polymorphismen, die keine funktionelle Relevanz haben. 
Weitere in silico Analysen mit den Programmen „Panther“ (Protein ANalysis THrough Evoluti-
onary Relationships [http://www.pantherdb.org/], Mi et al. 2005; Thomas et al. 2003), „Poly-
Phen2“ (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; Adzhubei et al. 2010), „SIFT“ (Sorting Intoler-
ant From Tolerant [http://sift.bii.a-star.edu.sg/]; Ng und Henikoff 2001) und „SNAP2“ 
(http://rostlab.org/services/snap/; Hecht et al. 2015) blieben erfolglos, da es sich bei den ge-
fundenen SNPs um nicht-kodierende Varianten handelt, die von diesen Programmen nicht 
berücksichtigt werden. Regulatorische Effekte ließen sich ebenfalls nicht prüfen. 
 
Tabelle 3.4 SNPs und ihre funktionelle Relevanz nach einer in silico Analyse durch das Pro-
gramm „Mutationtaster 2“ (http://mutationtaster.org/) 
SNP Vorhersage Mutationstaster 2 
rs8061877 (C>T) Polymorphismus 
rs61737565 (G>C) Polymorphismus 




3.4 Nachfolgende Arbeiten 
Die Untersuchungen, die im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgeführt wurden, waren teil 
eines erweiterten Screenings der chromosomalen Region 16p11.2, die in der Arbeit von Speli-
otes et al. (2010) und nachfolgend von Locke et al. (2015) mit Adipositas assoziiert ist. Ziel 
dieses Screenings war es, herauszufinden, welches Gen in dieser Region am ehesten eine 
Assoziation mit Adipositas bei extrem adipösen Kindern und Jugendlichen aufweist (siehe 
auch Abschnitt 1.6.6 „GWAS und ihr Beitrag zur Identifikation möglicher Kandidatengene “ auf 
S.18). Zu diesem Zweck wurde im Vorfeld des Screenings eine Gruppe von 95 extrem adipö-
sen Kindern und Jugendlichen definiert, die genotypisiert werden sollte. In dieser Arbeit wurde 
TUFM als genomischer Loci des chromosomalen Bereiches molekulargenetisch untersucht. 
Weitere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe befassten sich mit den ebenfalls in dieser Region vor-
kommenden Genen wie dem Src-homologen-2B-Adapter Protein-1 (SH2B1), dem Apolipopro-
tein B48-Rezeptor (APOB48R) und der Familie der Sulfotransferasen 1A (SULT1A1, 
SULT1A2, SULT1A3, Volckmar et al. 2015). Die Ergebnisse des gemeinsamen Screenings 
finden sich in einer Veröffentlichung von Frau Dr. rer. nat. Anna-Lena Volckmar unter dem Titel 
„Fine Mapping of a GWAS-Derived Obesity Candidate Region on Chromosome 16p11.2“ 
(Volckmar et al. 2015). Diese Veröffentlichung gibt einen Überblick über die in diesem chro-
mosomalen Bereich durch unsere Arbeitsgruppe detektierten Varianten, überprüft kodierende 
Varianten in einem größeren Kollektiv und ordnet ihre Assoziation zu Adipositas ein. 
Ohne das laborexperimentelle Screening und die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Arbeit in 
den Exons 3 bis 9 erhoben und beschrieben wurden, wäre in dieser Veröffentlichung keine 
zusammenfassende Darstellung der chromosomalen Region 16p11.2 möglich gewesen. Die 
molekulargenetische Untersuchung von TUFM in einer Kohorte von 95 Individuen mittels Mu-
tationsscreening und Genotypisierung war nötig, um in der Zusammenschau mit den anderen 
erhobenen genetischen Befunden in diesem chromosomalen Bereich eine abschließende 
Aussage zum GWAS-Befund machen zu können. Die Frage, welcher genomische Loci am 
ehesten eine Assoziation zu Adipositas aufweist, hätte ohne das Screening von TUFM nicht 




Ziel der vorliegenden Arbeit war ein Mutationsscreening mit anschließender Genotypisierung 
eines möglichen Kandidatengens für Adipositas. Bei diesem Screening der chromosomalen 
Region 16p11.2 wurden neben dem hier untersuchten Gen TUFM noch andere mögliche Kan-
didatengene (SH2B1, APOBR48, SULT1A1, SULT1A2 und SULT1A3) in dieser Region unter-
sucht und die Ergebnisse gemeinsam veröffentlicht (Volckmar et al. 2015).  
Das Screening fand in einer Population von 95 extrem adipösen Kindern und Jugendlichen 
statt und wurde mit verschiedenen laborexperimentellen Verfahren wie PCR, dHPLC, SSCP, 
RFLP und ARMS-PCR durchgeführt. Es wurden Mutationen bzw. Polymorphismen gesucht, 
die in möglicher Assoziation mit erhöhtem Körpergewicht stehen und einen Einfluss von TUFM 
auf den übergewichtigen Phänotyp erklären könnten. Im Anschluss an die Genotypisierung 
wurden die Resultate mit einer Kontrollgruppe verglichen und die Arbeit abschließend bewer-
tet. 
 
Die Diskussion beginnt mit einer Bewertung der erzielten Ergebnisse, erörtert anschließend 
das Probandenkollektiv und betrachtet danach die verwendeten Methoden. Am Ende wird die 
Fragestellung der vorliegenden Arbeit kritisch beurteilt und auf die Veröffentlichung eingegan-
gen, in die die Ergebnisse dieser Arbeit eingeflossen sind (Volckmar et al. 2015). 
 
4.1 Das Kandidatengen TUFM 
4.1.1 Die gefundenen SNPs rs8061877, rs61737565 und rs4788099 
Alle in dieser Arbeit gefundenen SNPs kommen im betrachteten Studienkollektiv von 95 ext-
rem adipösen Kindern und Jugendlichen seltener vor als in einer normalverteilten erwachse-
nen europäischen Kontrollgruppe (CEU-Vergleichsgruppe). Der überwiegende Teil der geno-
typisierten 95 extrem adipösen Kinder und Jugendlichen weisen den Wildtyp in den gefunde-
nen SNPs auf. Erweitert man die Kontrollgruppe, betrachtet man also die MAF anderer Bevöl-
kerungsgruppen (ausgehend von den Daten des 1000 genomes Projekts), weichen die in die-
ser Arbeit erhobenen MAFs weiterhin auffällig ab. Die Limitation in der Aussagekraft der erho-
benen Daten liegt darin, dass die gewählte Fallgruppe für einen bestimmten Genotyp angerei-
chert war. Es lässt sich daher lediglich vermuten, dass in unserem Kollektiv eine starke Asso-
ziation des Wildtyps mit einem erhöhten BMI vorliegt. Allgemeingültige Aussagen lassen sich 
jedoch aufgrund fehlender Normalverteilung der genotypisierten Individuen nicht treffen. 
 
In der Literatur sind zurzeit insgesamt 85 synonyme, 128 Missense und 3 Loss-of-function 
Mutationen in TUFM beschrieben (Daten des ExAC-Browsers des Broadinstitutes 
[http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000178952], Lek et al. 2015, zuletzt abgerufen 
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am 09.07.2016). Laut den Daten des „Exome Variant Servers“ (Exome Variant Server, NHLBI 
GO Exome Sequencing Project (ESP), Seattle, WA [http://evs.gs.washington.edu/EVS/], zu-
letzt abgerufen am 09.07.2016) weist keiner der gefundenen SNPs eine funktionelle Relevanz 
auf. TUFM ist nach den Daten des „GWAS-Katalogs“ (GWAS Catalog - The NHGRI-EBI Ca-
talog of published genome-wide association studies [http://www.ebi.ac.uk/gwas/se-
arch?query=tufm], Welter et al. 2014, zuletzt abgerufen am 20.08.2016) durch mehrere GWAS 
mit den Merkmalen Adipositas und dem Bildungsgrad (engl. educational attainment) assoziiert 
(Rietveld et al. 2013; Rietveld et al. 2014). Die durchgeführte in silico Analyse sagt für die 
gefundenen SNPs lediglich die Ausprägung von Polymorphismen hervor. Nichtsdestotrotz ist 
die Überprüfung dieser signifikanten Ergebnisse in einem größeren Kollektiv mit mehr als 95 
Probanden erforderlich. Weitere in silico Analysen mit in Zukunft verfügbaren Daten wären 
ebenfalls denkbar. Funktionelle Analysen könnten Klarheit bringen, ob sich durch diese SNPs 
Effekte auf die Regulation von Proteinen oder den Energiehaushalt ergeben. 
 
Die Schwierigkeit der erhobenen Ergebnisse liegt darin, dass alle detektierten SNPs im intro-
nischen, nicht kodierenden Bereich des Genoms liegen. Es ist nicht ganz klar, welche genaue 
Relevanz für Adipositas daraus folgt. Es ist allgemein bekannt, dass Introns keine Proteine 
kodieren (Jo und Choi 2015). Trotz allem müssen Introns eine Relevanz für die Proteinsyn-
these haben, da sich das humane Genom vom Genom des Fadenwurms Caenorhabditis ele-
gans lediglich in seiner Zahl an Introns unterscheidet; Mensch und Fadenwurm weisen beide 
ca. 20.000 Protein-kodierende Bereich auf (Amaral und Mattick 2008). Einer gängigen Theorie 
nach könnten intronische Bereiche als eine Art „mitteilsame RNA“ (engl. „informational RNA“) 
dienen, die Informationen über Transkriptions- und Regulationsfaktoren enthalten und sich ge-
genseitig beeinflussen (Mattick 1994). Sie sollen sog. non-protein-coding RNAs (ncRNAs) wie 
snoRNA, miRNA, siRNA, piRNA und long-ncRNA herstellen, welche wiederum mannigfaltige 
Einflüsse auf andere Regulationen und Genexpressionen haben (Rearick et al. 2010).  
Das Wildtyp-Allel von TUFM, das im genotypisierten Kollektiv überwog, ist stark konserviert 
und findet sich in allen Menschenaffen, für die die Sequenz von TUFM vorliegt. Vergleicht man 
die genomische Wildtyp-Sequenz von TUFM zwischen Mensch und Menschenaffe, so ähnelt 
sie sich zu knapp über 98% (nach Ensembl Build 84 - veröffentlicht im März 2016 
[http://www.ensembl.org/index.html], ermittelt mit dem „BLAST - Basic Local Alignment Search 
Tool“ [http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi], Kent 2002, zuletzt abgerufen am 09.07.2016).  
Neueste Forschungsarbeiten deuten ein verändertes Methylierungsmuster von Promotern und 
Enhancern für TUFM an, die z.T. im intronischen Bereich liegen. Diese Methylierungen in be-
stimmten Bereichen der Genexpression von TUFM und 27 anderen Adipositas-assoziierten 
Genen sollen mit Risikoallelen für Adipositas korreliert sein. Dies zeigt erneut die Relevanz 
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nicht kodierender Bereiche für die Regulation und Transkription von Proteinen (Voisin et al. 
2015). 
Inwieweit alle diese Annahmen und Forschungsergebnisse auf TUFM und seine intronischen 
Bereiche zutreffen, können nur weitere funktionelle Studien und ein besseres Verständnis der 
genomischen Mechanismen in der Zukunft klären.  
 
4.2 Auswahl des Probandenkollektivs 
Adipositas ist eine polygenetische Krankheit, deren Gründe in vielen verschiedenen Abschnit-
ten des Genoms zu suchen sind (siehe hierzu auch Abschnitt 1.6.5). Bei dem im Rahmen 
dieser Arbeit untersuchten Abschnitts des Genoms hatten vorherige Arbeiten eine Assoziation 
zu Adipositas gezeigt (Speliotes et al. 2010). Eine genaue Definition der zu betrachtenden 
Phänotypen ist im Vorfeld der laborexperimentellen Untersuchung von hoher Wichtigkeit. 90 
der an dieser Arbeit beteiligten extrem adipösen Kinder und Jugendlichen wiesen zur Sicher-
stellung dieser Definition die gleichen Einschlusskriterien wie eine Homozygotie für das Risiko-
Allel Thymin im SNP rs2008514 auf. Die anderen fünf Individuen waren alle heterozygot im 
Bereich dieses SNPs. Bei dem Screening handelte es sich daher nicht um eine normalverteilte 
repräsentative Kohorte (siehe hierzu auch den Abschnitt „Probandenkollektiv“ und folgende 
auf S.24).  
 
4.3 Methoden des Mutationsscreenings 
4.3.1 PCR 
Die PCR ist eine elegante, einfache, schnelle und einfach durchzuführende Methode zur en-
zymatischen Vervielfältigung eines gewünschten DNA-Abschnitts (Garibyan und Avashia 
2013). Da sämtliche Versuche dieser Arbeit auf der genauen und sorgfältigen Amplifizierung 
der DNA beruhen, wurde bei der Entwicklung geeigneter PCR-Protokolle eine besonders 
große Sorgfalt gezeigt. Mithilfe gängiger und bewährter Software wurden passgenaue Primer 
synthetisiert (siehe hierzu Abschnitt 2.5), die nach verschiedenen Aspekten in ihrem Anneal-
ing-Verhalten optimiert wurden (Chuang et al. 2013). Die dafür verwendete Genomsequenz 
von TUFM war zum Zeitpunkt des laborexperimentellen Screenings beim Ensembl-Genome-
Browser frei verfügbar (hg19, NCBI 37, zurzeit nur noch abrufbar bei NCBI 
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/human/data/], zuletzt abgerufen 
am 12.01.16). Ziel der Optimierung war es, eine hohe Ausbeute an weiter zu verwendender 
DNA zu erhalten, die möglichst rein sein sollte (z.B. keine unerwünschte Amplifizierung des 
Pseudogens von TUFM, siehe auch Abschnitt 1.7.2.1 „Eigenschaften von TUFM“ auf S.20). 
Eine wichtige Limitation der PCR ist eine mögliche Kontaminierung der gewünschten zu amp-
lifizierenden DNA durch unerwünschte DNA (Garibyan und Avashia 2013). Um diese Gefahr 
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weitestgehend zu minimieren, wurde in den Räumen des Labors streng in einen Vor- und ei-
nen Nach-PCR-Raum unterschieden. Eine weitere Schwachstelle der PCR liegt in Basen-Feh-
lern des synthetisierten Stranges, die die Taq-Polymerase zufällig fälschlicherweise einbaut. 
Bei einer anschließenden Sequenzierung kann es zur Missdeutung dieser Basen-Fehler als 
SNP kommen (Garibyan und Avashia 2013).  
Generell war die in der PCR-produzierte DNA-Menge jedoch ausreichend und von genügender 
Qualität für die Methoden des Mutationsscreenings wie SSCP oder dHPLC.  
4.3.2 SSCP 
Die SSCP ist ein einfaches und relativ kostengünstiges Verfahren, das mit einer genügend 
hohen Sensitivität das Mutationsscreening erlaubt. Der Einsatz von 2 verschiedenen Lauftem-
peraturen erhöht die Sensitivität nochmals etwas, so dass man von einer Sensitivität von bis 
zu 95% bei DNA-Fragmenten unter 200 bp ausgehen kann (Sheffield et al. 1993, Fujita und 
Silver 1994). Die Sensitivität ist jedoch abhängig von den Versuchsbedingungen; es gibt viele 
Fehlerquellen, die durch standardisierte Abläufe weitestgehend minimiert wurden. Trotz der 
existierenden Standards und häufigen Wiederholungen gelang es nicht, zufriedenstellende 
Bedingungen für die SSCP von Fragment 3 zu schaffen, so dass auf die dHPLC ausgewichen 
werden musste. 
4.3.3 dHPLC 
Die dHPLC ist ein schnelles Verfahren zur Detektion von Mutationen mit gleichzeitig wenig 
potentiellen Fehlerquellen. Ihre Sensitivität für jegliche Art von Veränderungen in der Basen-
abfolge ist im Vergleich zu anderen Methoden des Mutationsscreenings wie z.B. der SSCP 
deutlich höher (Eng et al. 2001). Dem gegenüber steht ein etwas höherer Preis als bei der 
SSCP und die Notwendigkeit teurer, wartungsanfälliger Geräte. Durch den direkten Vergleich 
des resultierenden Bandenmusters der analysierten Probe mit dem vorher bestimmten Muster 
des Wildtyps lassen sich rasch geeignete Kandidaten für eine nachfolgende Sequenzanalyse 
finden. Die Geschwindigkeit dieses Verfahrens ist ebenfalls sehr hoch, so dass dieses Verfah-
ren nicht nur im Rahmen dieser Arbeit die Methode der Wahl beim Mutationsscreening darstellt 
(O'Donovan et al. 1998). Durch eine standardisierte Etablierung der verschiedenen idealen 
Laufbedingungen wurden in den Versuchen dieser vorliegenden Arbeit zu nahezu 100% aller 
Sequenzvariationen entdeckt, so dass Fehler beim Screening weitestgehend ausgeschlossen 
werden konnten. 
4.3.4 Sequenzierung 
Nachdem durch Verfahren wie die SSCP und die dHPLC geeignete Kandidaten-DNA für die 
Sequenzierung identifiziert wurden, wurden die entsprechenden Proben an ein Speziallabor 
zusammen mit einer Wildtyp-DNA gesendet. Die resultierenden Basenabfolgen ließen sich 
65 
 
mittels einer Spezialsoftware (DNAStar Version 10.1.0, Lasergene, Madison, Wisconsin, USA, 
Burland 2000) vergleichen.  
Das im Rahmen dieser Arbeit gewählte Verfahren, zuerst geeignete Proben zu screenen und 
anschließend zur Sequenzierung zu schicken, wurde aus Kostengründen gewählt. So war die-
ses Vorgehen günstiger, als die chromosomale Region 16p11.2 aller beteiligten Probanden 
für TUFM ohne vorherige Mutationsdetektion zu sequenzieren. In Zukunft wird dieser „Umweg“ 
immer weniger attraktiver werden. Die Kosten für die Sequenzierung des gesamten Genoms 
des Menschen lagen im Jahr 2007 bei 10 Millionen US-Dollar und werden in kürzester Zeit 
einen Preis von ca. 1000 US-Dollar pro Genom erreichen (Christensen et al. 2015). Im Zuge 
dieser rapiden Kostensenkung ist es bereits jetzt möglich, bestimmte wissenschaftlich interes-
sante Bereiche des Genoms ohne vorheriges Screening zu analysieren; mögliche Fehlerquel-
len durch die Screening-Verfahren im Vorfeld fallen dann weg. 
 
4.4 Methoden der Genotypisierung 
4.4.1 ARMS-PCR 
Die ARMS-PCR ist ein etabliertes Verfahren zur Genotypisierung in Laboren, die bereits aus-
reichend Erfahrung mit PCR-basierten Verfahren haben und für die sich ein teureres Verfahren 
wie z.B. ein MALDI-TOF Massenspektrometer nicht lohnt (Ye et al. 2001). Der Vorteil im Ver-
fahren liegt in der schnellen Genotypisierung mit wenigen möglichen Fehlerquellen, da u.a. 
nur ein einziger Versuchsdurchlauf, nämlich ein etwas längerer Zyklus in einem Gradien-
tencycler, benötigt wird, um Ergebnisse zu erhalten. Nichtsdestotrotz erforderte die ideale Ver-
dünnung der 4 verschiedenen Primer miteinander im Rahmen dieser Arbeit einiges Experi-
mentieren. Am Ende konnten jedoch zufriedenstellende Bedingungen gefunden werden und 
die Genotypisierung gelang problemlos. 
4.4.2 RFLP 
Überwiegend wurde im Rahmen der laborexperimentellen Bestätigung gefundener Varianten 
die RFLP benutzt. Das Verfahren zeichnet sich durch seine Spezifität für vorher definierte 
Schnittstellen aus, braucht jedoch mehrere Schritte, um einwandfrei zu funktionieren (Berg 
Rasmussen 2012). Jeder dieser Schritte birgt potentielle Fehlerquellen. Es gelang häufig erst 
nach mehreren Versuchen, ideale Bedingungen für den enzymatischen Verdau zu schaffen. 
Die Verdau ist zudem zeitintensiv. Je nach verwendetem Enzym ist die RFLP teurer als andere 
vergleichbare Verfahren (Berg Rasmussen 2012). Dieses Verfahren war zwar für die Genoty-
pisierung des kleinen, 95 Proben umfassenden Kollektivs ausreichend, in größeren Fallzahlen 
überwiegen jedoch eindeutig die Nachteile der RFLP, so dass hier zu anderen Verfahren ge-




4.5 Validität und Reliabilität der Ergebnisse 
Sämtliche Abweichungen vom Wildtyp-Muster in beiden Verfahren des Mutationsscreenings 
wurden unabhängig nochmals mittels dHPLC, RFLP oder ARMS-PCR bestätigt. Es wurden 
abschließend immer alle 95 Probanden mittels des gewählten Genotypisierungsverfahrens 
gleichzeitig untersucht, um Aussagen über alle vorhandenen Genotypen zu erlangen. Auffäl-
ligkeiten wurden weiter abgeklärt, nicht auswertbare Proben wurden solange wiederholt, bis 
die Ergebnisse eindeutig waren. Ließen sich die Befunde reproduzieren, erfolgte anschließend 
die Sequenzierung, die von zwei Individuen unabhängig voneinander ausgewertet wurde 
(Volckmar 2013). Mögliche Fehlerquellen oder das Übersehen einer Mutation in einer der 95 
Proben konnte durch diesen mehrstufigen Prozess weitestgehend ausgeschlossen werden, 
weswegen die erhobenen Ergebnisse äußerst valide und reliabel sind. 
 
4.6 Post-GWAS-Zeitalter 
Diese Arbeit basierte auf der Annahme, dass ein bestimmter Bereich im Genom mit Adipositas 
assoziiert ist, wie es in großen GWA-Studien postuliert wurde (Speliotes et al. 2010). Trotz 
einer nachfolgenden und noch größerer Probandenzahl einschließenden GWA-Studie zum 
Thema Adipositas können durch diese genetischen Assoziationen erst ca. 2,7% der Varianz 
des BMIs erklärt werden (Locke et al. 2015).  
Aus diesen Gründen wurde der Begriff des „Post-GWAS-Zeitalters“ im Jahr 2010 zum ersten 
Mal eingeführt und verwendet (Mills et al. 2010). Er beschreibt Limitationen der GWA-Studien 
und nennt gleichzeitig Herausforderungen, die nach Durchführung der großen GWA-Studien 
gemeistert werden müssen. Häufig erwähnte Limitationen sind u.a., dass das Ziel der GWA-
Studien, Allelfrequenzen von SNPs mit Krankheiten zu korrelieren, keine Kausalzusammen-
hänge ziehen lässt. Da durch GWA-Studien überwiegend Bereiche im Genom mit Phänotypen 
korreliert werden, ist zudem oft unklar, welcher der in diesem Bereich liegenden SNPs wirklich 
mit dem Phänotyp assoziiert ist. Ein weiteres Problem liegt darin, dass die Mehrzahl der de-
tektierten und mit einer Krankheit korrelierten SNPs in nicht-kodierenden Bereichen des Ge-
noms liegt. Welche Auswirkung Variationen in nicht-kodierenden Bereichen auf Genprodukte 
wie z.B. Proteine haben, ist noch nicht abschließend erforscht. Im besten Fall sind es regula-
torische Funktionen oder bestimmte RNA-Typen, die durch diese SNPs beeinflusst werden, 
um schlechtesten Fall haben sie keinerlei Relevanz. Daraus ergibt sich aber folglich die Prob-
lematik, dass es zurzeit zu wenig biologisch-statistische Modelle gibt, um solche regulatori-
schen Funktionen beurteilen zu können (van der Sijde et al. 2014). Bereits im Internet verfüg-
bare in silico Analyse-Datenbanken wie der z.B. im Rahmen dieser Arbeit benutzte „Mutation-
taster 2“ (siehe Abschnitt 3.3) basieren zwar auf den heute gültigen Annahmen, jedoch muss 
man auch bei diesen Datenbanken resultierende Ergebnisse mit Vorsicht interpretieren. Ein 
häufiger Fehler ist es, SNPs, die zu Loss-of-function-Mutationen (LoF) führen, automatisch als 
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„krank machend“ und „gefährlich“ einzustufen, was nicht generell gleichzusetzen ist (Hou und 
Zhao 2013). Es wird davon ausgegangen, dass jedes menschliche Genom ca. 200-800 LoFs 
aufweist und man folgert daraus, dass es im Genom Mechanismen geben muss, die Effekte 
der LoFs abzumildern (MacArthur et al. 2012). 
Häufig sind Ergebnisse von (insbesondere kleineren) GWA-Studien auch durch eine nicht re-
präsentative Auswahl der Probanden zumindest kritisch zu beurteilen (Abraham und Inouye 
2015). Eine weitere Limitation liegt darin, dass sehr seltene Variationen im Genom nicht de-
tektiert werden, da ihr p-Wert zur Detektion zu niedrig ist, diese seltenen Variationen allerdings 
schwere Phänotypen verursachen können (Schmidt und Willer 2015).  
Die Herausforderungen des Post-GWAS-Zeitalters sind daher ein tiefliegenderes Verständnis 
über die genomischen Zusammenhänge zu entwickeln und biologisch-statistische Modelle zu 
erforschen, die funktionelle Analysen der gefundenen Variationen ermöglichen (Hou und Zhao 
2013; Mills et al. 2010). Bis dahin lassen sich keine absoluten Aussagen über die Relevanz 
gefundener genetischer Variationen treffen, ganz gleich, ob sie im nicht-kodierenden oder ko-
dierenden Bereich des Genoms liegen. 
 
4.7 Zusammenfassende Beurteilung 
Adipositas als polygenetisches Geschehen unterliegt einem ständigen Wandel in der For-
schung. War im Jahr 2010 ein SNP nahe TUFM ein aussichtsreicher Kandidat für die Patho-
genese von extremem Übergewicht (Speliotes et al. 2010), so zeigte sich in einer kürzlich 
veröffentlichten Originalarbeit unserer Arbeitsgruppe ein eher geringerer Einfluss TUFMs auf 
die Gewichtsregulation (Volckmar et al. 2015). Die in dieser Arbeit gefundenen Varianten kön-
nen den GWAS-Befund nicht erklären. Andere Gene (wie z.B. SH2B1 und APOBR) in der 
durch unserer Gruppe untersuchten chromosomalen Region 16p11.2 scheinen einen funktio-
nelleren Einfluss auf die Entstehung von Adipositas zu haben (Volckmar et al. 2015). Da im 
Mutationsscreening im Rahmen dieser Arbeit lediglich intronische und bereits bekannte Vari-
anten in TUFM gefunden wurden, liegt der Schluss nahe, dass TUFM wenig Relevanz auf die 
Entstehung von extremem Übergewicht hat. In silico Analysen weisen in dieselbe Richtung. 
Inwieweit die veränderte Allelverteilung in unserer für einen bestimmten Genotyp angereicher-
ten Kohorte zur Genese von Adipositas im Kinder- und Jugendalter beiträgt, lässt sich durch 





Zu hohes Körpergewicht entwickelt sich zunehmend zu einem Problem in unserer heutigen 
Gesellschaft. War Übergewicht früher ein Zeichen von ausreichender Ernährung und somit 
evolutionär vorteilshaft, um in Zeiten des Überflusses ausreichend Nahrungsreserven für Hun-
gerzeiten anzulegen, so verkehrt sich dieser evolutionäre Vorteil in der heutigen Umgebung 
mit ständig verfügbarer Nahrung in einen Nachteil. Da genetischen Faktoren eine große Rolle 
in der Entstehung von Übergewicht und Adipositas zugeschrieben wird, war das Ziel der vor-
liegenden Arbeit, ein Kandidatengen für Adipositas auf das Vorliegen von Mutationen zu über-
prüfen, die eine Assoziation mit erhöhtem Körpergewicht zulassen. Die Auswahl des Kandida-
tengens erfolgte aufgrund einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS), deren Ergebnisse 
als Grundlage für die Auswahl des Kandidatengens dienten. 
Als Kandidat wurde das Tu translation elongation factor mitochondrial gene (TUFM) ausge-
wählt, da es bei einer genomweiten Assoziationsstudie als mögliches, assoziiertes Gen in der 
chromosomalen Region 16p11.2 in Frage kam. Vorherige Untersuchungen, Fallberichte und 
Befunde im Tiermodell deuteten einen Einfluss von TUFM auf die Gewichtsregulierung an. Wir 
führten daraufhin ein Mutationsscreening mit anschließender Genotypisierung an einer 
Gruppe von insgesamt 95 extrem adipösen Kindern und Jugendlichen durch, die für einen 
bestimmten Genotyp angereichert war, und verglichen die Ergebnisse mit einer Normalpopu-
lation. 
 
Bei diesem Screening des Gens TUFM hinsichtlich einer Relevanz für die Ausprägung von 
Adipositas im Kindes- und Jugendalter wurden im Rahmen dieser Arbeit die Exons 3,4,5,6,7,8 
und 9 betrachtet. Mehrere Exons wurden zum Screening in Fragmente zusammengelegt, so 
dass auch z.T. intronische Bereiche betrachtet wurden. Das Mutationsscreening fand mittels 
Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCP) und denaturierender Hochdruck-Flüssigkeits-
Chromatographie (dHPLC) statt, die sich anschließende Genotypisierung erfolgte mittels allel-
spezifischer PCR (ARMS-PCR) und Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP). In-
nerhalb der betrachteten Fragmente fanden sich drei bereits beschriebene single-nucleotid-
polymorphismen (SNPs), die alle im intronischen Bereich liegen. Als Vergleichsgruppe diente 
eine erwachsene europäische Normalpopulation des „1000 genomes Projects“. Es zeigten 
sich im Vergleich beider Gruppen deutlich Unterschiede in der Mittleren Allelfrequenz (MAF). 
Ausreichende Schlüsse für die Relevanz an der Entstehung von Adipositas lassen sich jedoch 
nur eingeschränkt ziehen, da die untersuchte Gruppe für einen bestimmten Genotyp angerei-
chert war. 
 
Die funktionelle Relevanz der gefundenen SNPs in TUFM und mögliche regulatorische Effekte 
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7.1 Verwendete Sequenz von TUFM und Primerpositionen 
Sämtliche Laborversuche wurden mit Daten des menschlichen Genoms nach hg19, NCBI 37 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/human/data/) durchgeführt. 
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